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Abbréviations

NFkB
NK

ABBREVIATIONS

Acétyl-CoA carboxylase
Acyl-CoA oxydase

Acide déoxyribonucléique
Acide gras

Acide gras monoinsaturé
Acide gras polyinsaturé

Acide gras saturé
Apolipoprotéine B

Acide ribonucléique messager
Acide vaccénique
Butylhydroxytoluene
Conjugated linoleic acid
Dioxyde de carbone
Cyclooxygénase
Chromatographie en phase gazeuse
Carnitine palmitoyl transférase
Acide docosahexaénoique
Acide eicosapentaénoique
Fatty acid binding protein
Fatty acid synthase
Transporteur du glucose 4
Lipoprotéine de haute densité
Immunoglobuline

Interleukine

Indice de masse corporelle
2-amino-methylimidazo-[4,5]-quinoline
Lipoprotéine de faible densité
Lipoprotéine lipase
MuscleLongissimus thoracis
Matiére séche

Facteur de nécrose kappa B

Cellules natural killer
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OoDC
PGE
PhIP
PKC
PPAR
SCD
TBARS
TNFa
UCP;
VLDL

Ornithine décarboxylase

Prostaglandine E
2-amino-1-méthyl-6-phenylimidazo[4,5] pyridine
Protéine kinase C

Activation des récepteurs proliférateurs de pgsormes
Stéaroyl-CoA désaturasfq désaturase)

Substances réactives a l'acide thiobarbiturique
Facteur de nécrose tumosal

« Uncoupling protein 2 »

Lipoprotéine de tres faible densité
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Introduction

Les recherches menées par I'équipe Nutriments Eabdismes (NEM, Resp. D.
Bauchart) de I'Unité de Recherches sur les Heres/¢URH, Dir. J-B. Coulon) a I'INRA,
Centre de recherches de Clermont-Ferrand / Themtribuent a répondre aux objectifs de
I'Unité visant notamment a améliorer la qualité seeielle, nutritionnelle et sanitaire des
produits carnés et laitiers par les conduites e, et plus particulierement par
l'alimentation. Plus largement, les recherches 'O&H s'intéegrent aux thématiques du
Département Physiologie Animale et Systeme d'Ele@HASE, Chef de Département P.
Chemineau) dont les missions majeures concernafdveloppement de systemes d'élevage
durables, I'amélioration de la compétitivité ddigfes et la maitrise de la qualité des produits
dans le respect de I'environnement et du bienaétireal. Plus spécifiquement, I'équipe NEM
participe au champ thématique "Dynamique d'élaborates tissus et des produits animaux"
du département PHASE.

Ainsi, les travaux de I'équipe NEM ont pour obifedtétudier, chez le ruminant en
croissance ou en phase d'engraissement, les m@esnimpliqués dans les métabolismes
sanguin et tissulaire (muscles, tissu adipeuxie) ftes macronutriments (lipides, protéines et
glucides) et des micronutriments d'intérét poursénté de I'Homme (acide linoléique
conjugué, vitamines B12 et E, dipeptides de typeasine et ansérine) présents plus
particulierement dans la viande de ruminant. An skei cette équipe, j'ai été associée tout au
long de mes stages de DEA et de Doctorat de Nuirigit de Biochimie (2000-2005) au
groupe "Métabolisme des Lipides et des Lipoprot®insous la responsabilité scientifique et
technique de D. Gruffat et de D. Bauchart. Ce geoappour theme principal I'étude des
mécanismes de régulation du métabolisme des lipidlede leur utilisation par les tissus
périphériques dans le but d'améliorer la qualitgitennelle des lipides de la viande bovine
pour I'homme tout en préservant la santé des amimau

En effet, depuis pres de vingt ans, la consommatle viande bovine décroit
régulierement, cette diminution étant principaletrlg¥e a son codlt trop élevé, a une grande
hétérogénéité de ses qualités organoleptiques Ebaerd 1999 ; Geagt al., 2001 ; Moloney
et al., 2001], a la crise récente de I'ESB, et a une imalge point de vue nutritionnel,
relativement négative auprés du consommateur. teh & viande de ruminant présente des
teneurs jugées élevées en acides gras saturés (#@S,14:0 et 16:0) et monoinsaturés
(AGMI) trans pro-athérogenes chez I'homme et de faibles teneursacides gras
polyinsaturés (AGPI, de type n-6 et surtout n-3)rees pour leur rble préventif dans certaines
pathologies humaines telles que les maladies casinilaires et les cancers [Connor, 2000 ;
Williams, 2000].
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Malgré ce déséquilibre, la viande bovine est uparce d’acides aminés bien
équilibrée pour les besoins de 'homme, de fer higue, de vitamine B12 et d'acide
linoléique conjugué (conjugated linoleic acid, CLA&N effet, dans ce dernier cas, les CLA
sont spécifigues des produits de ruminants rédultdiune part, des processus de
biohydrogénation et digansisomérisation des AGPI alimentaires dans le rudesnanimaux
et, d'autre part, d'une synthese endogene ASadesaturation) de I'acide vaccénique (AV,
1ltrans 18:1). Depuis plus de vingt ans, un intérét cams®st porté aux CLA en raison de
leurs propriétés biologiques potentielles en terdee prévention ou de traitement de
pathologies sévéres chez I'Homme telles que lesecginles maladies cardiovasculaires,
l'obésité, le diabéte... [Belury, 2002].

Dans ce contexte, un programme de recherche #esav'Micronutriments des
produits animaux et valeur santé pour 'Homme"&igitié a I'INRA en 2001 regroupant
différentes équipes de nutrition animale et humai@e programme visait a préciser
I'importance des facteurs liés a I'animal et a @omentation dans le contréle du dépot des
micronutriments dans les produits des animaux (laitiande), leur biodisponibilité et
certaines de leurs propriétés biologigues majepogs I'Homme. Au sein de ce programme,
un volet a été plus particulierement dédié aux Cifln d'étudier les facteurs permettant
d'optimiser leur concentration dans l'alimentattmrmaine par l'intermédiaire de la matiere
grasse laitiere et des lipides de la viande de manij et d'évaluer limpact de la
consommation de CLA sur la santé de 'Homme (mefadardio-vasculaires, cancers...).
Dans le cadre de ce programme et grace a un fimarde d'une part, de l'Interprofession
Bovine (Interbev) via I'Association pour le Dévegb@ment de I'Industrie de la Viande (ADIV,
Clermont-Ferrand), et d'autre part, par I'INRA @épments PHASE et Alim H), mon sujet

de thése a été initié avec pour objectifs :

1) de déterminer les principaux facteurs de variation dela teneur et de la
distribution des principaux isomeres de CLA dans le tissus musculaires de bovin en
finition en fonction des conditions d'alimentation (sup@atation lipidique par la graine de
lin, riche en acides-linolénique), du type d'animaux (incluant la rak&ge et le sexe) et du
type métabolique des tissus (oxydatif, glycolytiquemixte) [en collaboration avec D. Micol

(URH, Systemes de production)],
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2) de déterminer les voies métaboliques cellulaimpliquées dans les
variations de teneurs et de composition des issndee CLA observées dans les tissus
musculaire et adipeux de bovin en étudidmtsynthése des CLA a partir de l'acide
vaccénique et leur métabolisme dans le foie de bavqui est un organe majeur dans le
remaniement des AG [en collaboration avec J-M. @igay O. Berdeaux et J-L. Sébédio
(Unité de Nutrition Lipidique, UNL, INRA Dijon) eD. Loreau et J-P. Noél (CEA, Saclay)],

3) d'étudier les propriétés anti-cancéreuses des diffénts isomeres de CLA
présents dans la viande de ruminanfen collaboration avec E. Debiton (Unité mixte de
recherches INSERM U484-Université d'Auvergne-Cedéan Perrin de Clermont Ferrand) et
J-M. Chardigny, P. Juanéda et J-L. Sébédio (UNIRANDijon)].
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PARTIE | - CLA et produits de ruminant

. 1. Généralités sur les acides gras

|. 1.1. Rappels sur la structure et la nomenclatureles grandes familles

d'acides gras

Les acides gras (AG) se composent d'une chaineteudronée dont la longueur varie de
2 a 24 atomes de carbone (le plus souvent entret P2 atomes de carbone), et dont les
extrémités sont constituées par des groupements»cde (-COOH) et méthyle (-CH3)
(Figure 1). lls se distinguent par la longueur darlchaine, c’'est-a-dire par le nombre
d’atomes de carbone qui la constitue. Ainsi, lesadGhaine courte comportent moins de huit
atomes de carbone, les AG a chaine moyenne ertretliouze atomes de carbone (origine :
lait, produits laitiers, huile de coprah) et les AGhaine longue (origine : produits animaux et
végétaux) sont constitués de plus de douze atomearbione. Les AG se répartissent en trois
familles selon le nombre de doubles liaisons éthiglées qu’ils contiennent (degré
d’insaturation) : les AG saturés (AGS) ne possedeas de double liaison, les AG
monoinsaturés (AGMI) comportent une seule doulalisdin et les AG polyinsaturés (AGPI)
contiennent au moins deux double liaisons (FigQré.ds doubles liaisons, disposées le long
de la chaine hydrocarbonée, sont généralemenntiisties unes des autres de trois atomes de
carbone (structure methyléne interrompu). Elleg généralement de configuratiois (ou Z)
dans les produits animaux et végétaux, c'est-a-giire les deux parties de la chaine
hydrocarbonée sont situées du méme c6té par rappopian de la double liaison. Deux
familles d’AGPI se distinguent par la position de gremiere double liaison située vers
I'extrémité méthyle : la famille des AGPI n-6 (e, premier carbone porteur de la double
liaison situé en ¥ position & partir de I'extrémité méthyle) ou 'AGécurseur est I'acide
linoléique (9¢,12¢-18 :2) et celle des AGPI n-3 (&) 3™ position & partir du -CH3), I'acide
a-linolénique (9c,12c¢,15c¢-18 :3) étant le précursgliiigure 1). Les physiologistes
caractérisent les AG au moyen d’une nomenclatuns tkquelle apparait successivement le
nombre d’atomes de carbone, le nombre de douldesotis et la position de la premiere
insaturation comptée a partir de I'extrémité methygrminale, celle-ci étant annotée n«au

La nomenclature des chimistes se distingue dedaéplente uniquement par le fait que la
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Figure 2 : Résumé des voies de biosynthese des famillegld®gras non indispensables

et indispensables chez les animaux supérieurs.
(DHA : acide docosahexaénoique ; EPA : acide epm#aenoique)
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position des doubles liaisons est numérotée armiatl’extrémité carboxyle (-COOH) et est
annotéeA (Figure 1).

Les AGS et AGMI ne sont pas indispensables pddorime car ils peuvent étre
synthétisésle novoa partir du glucose dans différents tissus teks lguoie, le cerveau et le
tissu adipeux (Figure 2). En revanche, les précussmétaboliques respectifs de la famille
des AGPI n-6 et de la famille des AGPI n-3 sont A&sindispensables (ou essentiels). En
effet, ces deux AG sont les précurseurs de démegésntiels a plus longue chaine par un
processus de désaturation-élongation successagsloubles liaisons et atomes de carbone
supplémentaires étant rajoutés du coté de I'extéécarboxyle (Figure 2). Les principaux
AGPI dérivés formés dans les organismes animaux lesnacides dihome-inolénique
(20 :3 n-6) et arachidonique (20 :4-6) pour la famille des AGPh-6 et les acides
eicosapentanoique (20 b3, ou EPA) et docosahexaénoique (22-8, ou DHA) pour la
famille des AGPh-3.

Certains AG échappent cependant a cette regléadsification car ils présentent des
structures particulieres. Cette particularité coneesn premier lieu les AG insatutésns (ou
E) dont les deux parties de la chaine hydrocarbsogesituées de part et d’autre du plan de
la double liaison. Les isomerdsans se forment lors de processus de biohydrogénation
bactérienne des AG alimentaires insaturés dansurdgem, au cours de I'hydrogénation
catalytique industrielle des huiles végétales,as Hu chauffage des huiles riches en AGPI
(désodorisation, friture). Une autre catégorie d’'&kéhs concerne les AGPI qui comportent
deux doubles liaisons dites conjuguées, les folwnagiguées de I'acide linoléique (ou CLA)
étant les plus étudiées a I'heure actuelle [Chardi® Sébédio, 2000]. En outre, une famille
d’AGPI se singularise par la présence d’'une dolidigon en positio\5 distante des autres
insaturations de plus de trois atomes de carbaume (tle coniferes comme I'huile de pignon
de pin) [Wolff, 1997].

|. 1.2. Définition, structure et méthodes d’analysedes isomeres de

conjugués de l'acide linoléique (CLA)

Le terme CLA fait référence a un ensemble d'isesi@eomeétriques et de position de
I'acide linoléique (C18126) qui se caractérisent par un arrangement eredienjugué, c'est-
a-dire une structure dans laquelle les doublesdie sont associées par une liaison simple

sans groupement méthylene (Figure 3). En comptarmokitions absolue\2,4 aAl15,17)
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existant sous 4 configurations géomeétriques diffia® (€is,trans trans,cis cis,cis et
trans,trang, 56 isomeres de CLA seraient théoriquement plessibusqu'a présent, 24
isoméres de CLA ont été identifiés dans les maignasses laitieres, correspondant a 6
isomeres de positiom\7,9 ; A8,10 ;A9,11 ;A10,12 ;A11,13 etA12,14) présents sous les 4
configurations géomeétriques possibles [Cruz-Hereartlal.,2004].

L'isomere le plus représenté dans les produitsichénants est l'isomereci8,11trans
(acide ruménique), puisqu'il représente 80 a 87% iseméres de CLA totaux, le second
isomére le plus abondant étant lisométears9cis (3 a 15%) associé aux isomeres
10trans12cis et 1iransl3cis présents a l'état de traces (< 0,5% pour chagquacie)
[Yuraweczet al., 1998]. Dans les mélanges commerciaux, les isomeéseplus représentés
sont le @is,11trans (43%) et le 1ans12cis (44%), avec des traces d'isomerasris 10cis
et 1Xcis,13rans[Gnadiget al.,2001].

Comme décrit ci-dessus, la présence d'un grandbreodisomeres géométriques et de
position dans les CLA naturel ou de synthése atdeunsibilité importante a l'isomérisation
[Shantha, 1993] nécessitent des méthodes de sépagtt'analyse performantes. Pour éviter
tout probleme, les isomeres de CLA contenus daff@reintes matrices doivent étre
transformés en esters méthyliques en utilisant méshodes de méthylation douce (le
méthoxide de sodium ou le trifluoride de bore adfrétant généralement les plus employés).
En effet, l'utilisation de catalyseurs acides etft®itempératures trop élevées induit une
isomérisation des isomeres de CLA, les isomeresodégurationcis,transet trans,cisétant
convertis en isomeres de configuratteems,transassociés a des dérivés méthoxy [Kramer, et
al., 2004 ; Parlet al.,2001].

Les concentrations en CLA dans difféerentes matrsm® couramment déterminées
par chromatographie en phase gazeuse (CPG) caupleéeétecteur par ionisation de flamme
en utilisant des colonnes polaires de 100 m de [mmgnettant une bonne séparation des
isomeéres (Figure 4). Toutefois, certains isomeeds que le fans9cis et le Xis,11trans
coéluent et les échantillons doivent étre analys&d'emploi d'autres techniques [Rickett
al., 1999] notamment la chromatographie liquide hawdogpmance (HPLC) utilisant des
colonnes imprégnées au nitrate d'argent qui ane@fionotablement la séparation des
isomeres de CLA et ce, d'autant plus que 2 a oe® peuvent étre couplées en série (Figure
4). Les isoméres de CLA sont ainsi séparés arigbé des trois groupedrdns,trans,
cis,transet cis,cig en fonction a la fois de la configuration et depbsition de leurs double
liaisons [Sehagt al., 1999, Fritschet al.,2000].
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La détermination structurale exacte de chaque ispaie CLA est possible en utilisant
différentes méthodes spectroscopiques. Le plusestida CPG est couplée a la spectrométrie
de masse qui permet la localisation de la doubisdin dans la molécule d'AG. Afin d'obtenir
des informations sur la configuration de la douligson, il est nécessaire d'utiliser la
spectrométrie infrarouge par transformée de Fougigr permet de séparer les isomeres

trans,transdes isomeéres de configuratiois,transoutrans,cisfMossobaet al.,1999].

[. 2. Origine et métabolisme cellulaire des CLA

I. 2.1. Particularités de la digestion et de l'almption des lipides

alimentaires chez le ruminant

La particularité de l'appareil stomacal du ruminast d'étre constitué de 4
compartiments, soit 3 pré-estomacs (rumen, réseéeulet) assurant la pré-digestion des
aliments riches en parois cellulosiques et un estofoaillette) dont la structure/fonction est
similaire a celui du monogastrique (Figure 5A).ruenen (ou panse) est le plus développé et
assure l'essentiel de la pré-digestion des alimént$a dégradation par fermentation des
constituants cellulosiques de la ration conduisalat production d'AG volatils et d'ammoniac
par les bactéries et les protozoaires. Une foite getée-digestion réalisée, le réseau agit
comme un filtre en laissant passer les particuéepetite taille et en renvoyant les particules
de taille plus importante vers le rumen et l'oesgeh Le feuillet joue, quant a lui, le role de
régulateur de transit en permettant le passageodtermu digestif entre les lames de sa
muqueuse (feuilles) et assure une part de la riégsorge I'eau du bol alimentaire. Il assure la
préparation des aliments a la digestion finale gulieu dans la caillette. Ce dernier
compartiment, par la sécrétion de sucs digestfalise la digestion protéique des aliments
déja prédigérés dans le rumen. Par ailleurs, lettaiest douée d'une activité motrice qui lui
permet de diriger les aliments digérés vers [timegréle. L'intestin gréle (duodénum,
jéjunum et iléon, Figure 5 B) constitue, avec Imen, la partie la plus volumineuse du tube
digestif. L'hydrolyse finale des aliments s'acheweniveau du duodénum grace a l'action
combinée des sécrétions exocrines du foie (bilejueppancréas dont le suc est riche en
hydrolases. Le contenu intestinal est alors transfoen chyle (liquide digestif riche en
lipides) dont une part importante des constituastsabsorbée par la mugueuse jéjuno-iléale.

La deuxieme partie de l'appareil intestinal, lesgmotestin, se différencie de la premiéere
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principalement par sa capacité d'adsorption aetiyEr I'absence de villosité. Le gros intestin

est sub-divisé en trois sous parties : le caecaemplbn et le rectum (Figure 5B).

De facon générale, la teneur en lipides de lamatie base des bovins adultes est
relativement faible et varie entre 2 et 5 % de &iene seche soit moins de 15% de I'énergie
de l'aliment sec [Bauchadt al., 1981]. Leur composition en AG est dominée par daci
linolénique (C18:3n-3) dans les fourrages et pacide linoléique (C18:2 n-6) dans les
aliments concentrés [Bauchaittal.,1981].

Au niveau du rumen, les lipides alimentaires pravg notamment des fourrages
(galactolipides et phospholipides), des alimentieatrés (phospholipides et triglycérides) et
des graines oléagineuses (triglycérides) sont &ssacla phase solide du bol alimentaire et
sont pratiquement totalement hydrolysés sousdaaonjuguée des lipases, galactosidases et
phospholipases sécrétées dans le contenu du Inoérddire par les bactéries (Figure 6).
L'ensemble des AG ainsi libérés s'adsorbe a lagpbaigde du contenu du bol alimentaire ou
il subit alors l'action déransisomérases conduisant a un changement de confomuitine
partie des liaisonsis en liaisongrans Cette isomérisation est le plus souvent suivigeal’
réduction des doubles liaisons conduisant a laymtimh d'AG plus saturés [Jenkins, 1993 ;
Demeyer & Doreau, 1999]. Ceci est principalementrdsultat de I'action de bactéries
notamment du typ&utyrivibrio fibrosolvengKepler et al., 1966], I'action des protozoaires
étant vraisemblablement d'importance mineure [Hdr& Hazelewood, 1988]. Toutefois,
d'autres espéeces bactériennes sont également udediglans la biohydrogénation des AGPI
alimentaires et ont été répertoriées en deux dasslen la réaction mise en jeu et le produit
terminal obtenu [Kemp & Lander, 1984]. Ainsi, leackéries du groupe A sont capables
d'hydrogéner les acides linoléiquecelinolénique pour former I'acide vaccénique comme |
produit terminal majoritaire. Les bactéries du grew utilisent en relais l'acide vaccénique
en tant que principal substrat afin de produire@palement l'acide stéarique. D’autre part,
I'addition d'’AG synthétisés par les bactéries duam modifie aussi le profil des AG du bol
alimentaire qui quittent le rumen. En effet, lestBaes ruminales sont capables, a partir des
AG volatils provenant de la fermentation ruminags chutriments azotés et glucidiques, de
synthétiser des AG saturés a longue chaine pairmpmire, soit linéaire (C15:0, C16:0,
C17:0) soit ramifiée (iso et anté a 15 et 17 atodeesarbone) [Jenkins, 1993].

La digestion des lipides a lieu dans un milieuhbgique qui consiste en une phase
particuliere insoluble a laquelle les AG alimeraaifa I'état libre) et les phospholipides (issus

des bactéries) sont adsorbés et une phase hyditesohicellaire contenant les AG dissous.
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Le transfert des AG vers la phase micellaire a feaduellement au fur et a mesure de
l'avancement dans lintestin gréle. Ce processus fagorisé par I'hydrolyse des
phospholipides biliaires et des lysophospholipigdas la phospholipase A2 pancréatique et
améliore ainsi I'absorption intestinale des AG glieu au niveau du jéjunum proximal (15 a
25% ; pH 2,8 a 4,2) mais surtout au niveau du j@umoyen et distal (55% a 65% ; pH 4,2 a
7,6). Avec des rations supplémentées en lipide®gés de l'action ruminale, la digestion des
triglycérides s'effectue comme chez le monogagricgelon un systéme biphasique
huile/micelle [Bauchart, 1993]. Les capacités ddgpson des AG par l'intestin gréle sont
élevées puisque la digestibilité de ces AG peuievade 75 et 90% selon le degré
d'insaturation [Doreau & Chilliard, 1997]. Dans kstérocytes, les AG sont ré-estérifiés en
triglycérides, phospholipides et esters de chalektéls sont par la suite sécrétés dans la
lymphe principalement sous forme de lipoprotéinesrds faible densité (VLDL) (cas général
ou les AG absorbés sont relativement saturés)igabus forme de chylomicrons dans le cas
de lI'emploi de lipides protégés riches en AG ingatu[Bauchart, 1993] et en partie
directement en veine porte au pic d'absorption ¢Bartet al.,1989].

l. 2.2. Synthése et métabolisme cellulaire des CL¢hez le ruminant

Les CLA présents dans les produits de ruminantyeye résulter 1) soit de la trans
isomérisation et biohydrogénation (incomplete) A€sinsaturés provenant de l'alimentation
dans le rumen des animaux 2) soit d'une synthésaldire a partir de l'acide vaccénigue,
intermédiaire de la biohydrogénation ruminale dé€siAsaturés alimentaires [Baumanal.,
1999].

| .2.2.1 Synthése ruminale des CLA

Les acides linoléique et linolénique présents dalimentation des ruminants sont les
deux précurseurs majoritaires impliqués dans léhege bactérienne des CLA dans le rumen
(Figure 7).

La biohydrogénation des AG insaturés a 18 atomescadone débute par
I''somérisation de la double liaisams associée au carbone 12 en double liaisans et au
déplacement de la double liaison du carbone 12asoone 11. Ce type disomérisation est

peu commune du fait de sa localisation dans laneh@drbonée et par I'absence d'intervention
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de co-facteurs. Cette réaction est catalysée paenmyme specifique, la linoléate isomérase
(EC 5.2.1.5) qui est présente dans la paroi deaioed bactéries commButyrivibrio
fibrosolvens Cette enzyme requiert comme substrat des systéntienes 8is-12cis "
associés a un groupement carboxylique libre [KefléeFove, 1967 ; Kepleet al., 1970].
Cette premiere étape conduit a la formation dedka€cis,11trans octadécadiénoique (ou
acide ruménique) a partir de l'acide linoléique at l'acide @is,11ltransl15cis
octadécatrienoique a partir de I'acedéinolénique [Harfoot & Hazelwood, 1988 ; Griinai
Bauman 1999] (Figure 7). Cette premiere étape rdésisation est rapidement suivie de
I'nydrogénation de la double liaisatis du carbone 9 des dienes conjugués jusqu'a la
formation d'un produit intermédiaire : l'acide véomue ou 1ttans 18:1 [Griinari &
Bauman, 1999]. La conversion, par hydrogénatiofadipuble liaison, de I'acide vaccénique
en acide stéarique est plus lente que I'hydrogématie I'acide ruménique en acide
vaccénique. Ceci constitue, de fait, une étapedme de la biohydrogénation complete des
AGPI a 18 atomes de carbone [Tanaka & Shig&8@6 ; Harfookt al.,1973; Kellenset al.,
1986]. Elle a pour conséquence une accumulatidiacide vaccénique (AGMI ruminalans
majoritaire) dans le rumen, le rendant ainsi plispahible pour son absorption [Keenel
al., 1970]. De plus, I'acide vaccénique demeure I’AGihs majoritaire dans les produits de
ruminants (viande et lait), suggérant une certatabilité de la flore ruminale et des enzymes
impliquées dans ces processus de biohydrogéenatiolff et al.,1995]. Cependant, d'autres
acidestrans octadecénoiques ont été identifiés dans les digatt rumen, la double liaison
trans pouvant étre localisée du carbone 4 au carbor{&diz & Keeney 1966 ; Griinari &
Bauman, 1999] suite a l'activité d'isomérases fipéeis de bactéries ruminales [Griinari &
Bauman, 1999]. L'altération de I'environnement nahicomme la baisse du pH du contenu
peut conduire a des modifications des voies méigiled et ainsi modifier le profil des AGMI
transdu contenu du rumen comme ceux des lipides dasstiteatet al.,1977 ; Van Soesit

al., 1994]. Ainsi, Griinari & Bauman (1999) ont montgil'une ration riche en aliments
concentré mais pauvre en fibres induit des changeu profil en AGMI, l'acide ifans
octadecenoique devenant I'AGNdns majoritaire au dépend de l'acide vaccénique.

Les isomeres de CLA sont donc des produits intdiamm@s de la biohydrogénation
ruminale des AGPI fournis par l'alimentation. Cegeant, le rapport de concentration entre
acide rumeénique et acide vaccénique est faible @sndigestas de rumen (1:40) [Griinari &
Bauman, 1999] alors que ce méme rapport dans teups de ruminant comme la viande
(1:3 & 1:5, Bauchast al., 2005) et le lait (1:3, Griinari & Bauman, 1999} étevé. D'autre

part, Looret al.,(2003) ont montré que l'acide ruménique ne reptésgue 0,71 a 1,46% des
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CLA présents dans le rumen alors qu'il est l'is@maajoritaire (>80%) dans le muscle et le

lait de ruminant [Griinari & Bauman, 1999].

Cette inadéquation entre les teneurs et les psoéh CLA observés dans les digestas
du rumen [Loor et al., 2003] et les dépbts musctdai [Raes et al., 2004a ; Bauchart et al.,
2005] ou sécrétés dans le lait [Chilliard et alQ®4] suggere que la synthése ruminale non
seulement n'est pas la seule source de CLA dangplesluits de ruminants mais qu'elle est

tres secondaire par rapport a la synthese endoggssulaire.

|. 2.2.2 Synthése tissulaire des CLA

De nombreuses études ont rapporté une synthesgamede CLA a partir de I'acide
vaccénique chez les ruminants @pal.,1999 ; Griinariet al.,2000 ; Corlet al.,2001 ; Banni
et al.,2001] (Figure 8). Cette synthése, catalysée pstélaroyl-CoA désaturase (SCD A8
désaturase), a été démontrée grace a l'utilisateomifférents stimulateurs ou inhibiteurs
spécifiques de l'activité de cette enzyme [Griirmdral.,2000 ; Corlet al.,2001]. La SCD est
principalement présente dans les tissus adipelaxginde mammaire chez les ruminants en
croissance ou en lactation, respectivement [St &blah, 1991 ; Wardet al.,1998], bien que
Wardet al., (1998) aient récemment démontré la présence diundignificatif d’ARNm de
la SCD dans le foie d'ovin. De méme, Chatgl., (1992) ont montré qu'un régime riche en
lipides induisait une augmentation de l'activittD5@ans le foie de ruminant. Basée sur
I'expression et l'activité de la SCD, la glande mmaine semble donc étre le site principal de
synthese endogene de CLA pour les animaux en i@ttt constitue ainsi la premiére source
de CLA dans le lait, sa contribution étant estirad®-90 % des CLA du lait [Kast al.2004
; Corl et al.2001]. D'autre part, la présence d'autres acidesn@rans octadécadiénoiques
dans le lait tels que l'isomerdrans9cis de CLA et le dérivé non conjugu&ifl3rans
[Yurawecz et al., 1998 ; Ulberth & Henniger, 1994] confirme l'existe d'une possible
conversion d'AGMI en CLA pak9 désaturation dans la glande mammaire (Figure 8).

Chez le ruminant en croissance, la synthese de &lpartir de l'acide vaccénique
pourrait avoir lieu dans le foie qui est un orgamwilégié dans le remaniement des AG
[Gruffat et al., 1996] ou dans le tissu adipeux puisque différenieurs [Baucharet al.,
2005 ; Rae=t al.,2003 ; Fritscheet al.,2001 ; Scollaret al.,2001] ont montré que les CLA
étaient principalement associés aux triglycéridastidsu adipeux de ruminant. De plus,

Santoraet al (2000), ont montré que, chez la souris recevamtgime supplémenté avec des
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isomeres de CLA (1% de la ration), la présenceedesomeres est détectée a la fois dans les
lipides neutres et les lipides polaires de l'endende la carcasse alors que lorsque les
animaux recoivent 1% d'acide vaccénique dans iantaes isoméres de CLA sont présents

seulement dans les lipides neutres.

En conclusion, chez le ruminant, si la glande maraire a clairement été identifiée
comme le site privilégié de synthese endogéene dA €&crétés par la suite dans le lait, en
ce qui concerne les animaux en croissance, aucurtadé n'a été entreprise afin de
déterminer la nature et I'importance des tissus otganes (autres que le rumen) pouvant

étre impliqués dans la synthése des CLA intramusindgs.

|. 2.2.3 Métabolisme cellulaire des CLA

L'incorporation des isomeéeres de CLA par les tisauété étudiée chez différents
modeéles animaux. Chez le rat, la présence de CER alétectée dans de nombreux tissus a
I'exception du cerveau, le niveau d'incorporaties someres de CLA étant proche de celui
de l'acide linoléique [Sergieit al.,2001]. Chez 'homme, l'isomerei§lltransde CLA a été
détecté dans les lipides plasmatiques, le tisqueadiet le lait [Fristchet al.,1997 ; Parlet
al., 1999 ; Clouett al.,2004]. Par ailleurs, chez le rat, lorsque les Es@® @is,11trans et
10trans 12cis de CLA sont inclus dans la ration sous la fornum dhélange équimolaire dans
les triglycérides, l'isomerect,11lirans de CLA est préférentiellement incorporé par lesus
[Sébédioet al., 1999]. D'autre part, cet isomere s'incorpore nitajoement dans les lipides
hépatiques [Beluryet al., 1997] alors que lisomére ttGnsl2cis de CLA se retrouve
préférentiellement dans les lipides de la rate ket al.,1998].

Une fois incorporés dans les tissus et organasjslameres de CLA peuvent étre
convertis en différents métabolites selon difféesntoies métaboliques, notamment la voie de
la B-oxydation, la voie de bioconversion en AG plusgerou plus insaturés, les voies
d'estérification et, suivant les tissus, de séamétAu niveau hépatique, I'oxydation des AG
(dont les CLA) est l'une des deux principales valesilisation des AG, l'autre voie étant
I'estérification (Figure 9). Cette oxydation a liemajoritairement dans les mitochondries et a
un moindre degré dans les peroxysomes-baydation mitochondriale de I'acide linoléique,
mesurée sur des homogénats de foie de rat, estlph&e que celle de lisoméra9llirans
cet isomere étant lui-méme plus oxydé que l'isomémans12cis [Demizieuxet al.,2002]

La p-oxydation mitochondriale peut étre soit complgimduction de Cg), soit incomplete
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et conduire a la production de corps cétoniquesuAa étude a notre connaissance n'a
quantifié I'importance relative entre ces deux soigeul Sergiekt al., (2001) ont mesuré
pendant 24 heures la libération’d€0, par des rats suite & I'administration d'acideldigoie

ou des isomeresci, 11trans et 1Qrans12cis de CLA radiomarqués sur le carbone 1. Les
deux isoméres de CLA conduisent & un taux de ptaude*CO;identique mais supérieur

a celui résultant de I'oxydation mitochondriale léeide linoléique (71,8%s 70,3%vVs.
60,3%, respectivement). Au niveau peroxysomal,idesnéres de CLA peuvent subir une
oxydation partielle, processus au cours duqueRl@sperdent deux carbones a chaque cycle
[Banni et al., 2004] conduisant a la production de dérivés corggga seize atomes de
carbone. La présence de tels dérivés a partirsteniere 1@ans12cis a été mise en évidence
par Sébédi@t al.,(2001) principalement sous la forme d'un compq&é €16:2. Par contre,
I'absence de dérivés a seize atomes de carborgiradpa’isomere 8is,11trans indique des
différences de métabolisme entre les deux isontknes les peroxysomes.

La présence de dérivés conjugués a 18 ou 20 atdenearbone a été rapportée dans
les tissus et notamment le foie chez différentpeess de monogastriques et de ruminants.
Ainsi, Belury & Kempa-Steczko (1997) ont mis end®&nce la présence d'un dérivé a 18
atomes de carbone et trois doubles liaisons daf@dede souris. De méme, la présence de
dérivés conjugués de type 18:3 et 20:3 a été d&tataAns le foie de rat [Banei al., 1995 ;
Sébédicet al., 1997, 2001]. Ces mémes isoméres ainsi que le&éorjugué du 20:4 n-6 ont
été eégalement mis en évidence dans les lipidesxata foie et de tissu adipeux de mouton, le
dérivé conjugué 20:4 n'étant présent que danshiespholipides du foie [Banmit al.,1996].
Les principales voies de bioconversion des dewncjraux isomeres de CLA ¢B&,11trans et
10trans 12cis) ont été proposées par Sébéeial., (2001) (Figure 9). Il semble que selon la
nature et le mode d'administration des isomere€Ide, la nature des dérivés conjugués
détectés dans le foie des animaux different. Dansak d'un régime hypolipidique ou les
animaux recgoivent une dose de 180 mg de CLA dineete dans I'estomac (pendant 6 jours),
Sébédicet al., (1997) ont mis en évidence dans les lipides de digis animaux des dérivés a
20 atomes de carbone et a 3 ou 4 doubles liaiserigpe 8c,11c,13t-20:3 et 5¢,8c,11c,13t-
20:4 quand les animaux recevaient I'isomexig, Bltrans de CLA et de type 8c,12t,14c-20:3
et 5c¢,8c,12t,14¢c-20:4 quand les animaux recevdisomere 1@anslZcis de CLA. Par
contre, lorsque les rats recoivent un régime noipidique supplémenté pendant six
semaines avec soit l'isomerei9l lirans soit I'isomére 1@ans12cis de CLA (1% des lipides
de la ration), les dérivés détectés dans les kpitle foie sont principalement du 6¢,9c,11t-
18:3 et a un degré moindre du 8c,11c,13t-20:3 e6,d0,12-18:3 et des traces de 8,12,14-
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20:3 [Sébédicet al., 2001 ; Berdeauet al.,2002]. L'ensemble de ces résultats suggere que
les dérivés conjugués présents dans le foie ettidssis adipeux des animaux étudiés
résulteraient des voies de désaturation et d'étmmgtissulaires des isoméres de CLA, sans
que le site de conversion de ces dérivés n'ait hostant été clairement identifié.

Les isoméres de CLA ainsi que leurs dérivés cargagpeuvent par la suite étre
estérifiés conduisant a la formation de deux ppales classes de lipides : les lipides neutres
majoritairement composés de triglycérides, et lgsdds polaires dont les principaux
constituants sont les phospholipides. Dans ledeieat, les isoméres de CLA et leurs dérivés
conjugués s'incorporent majoritairement dans leislds neutres (Figure 9) [Sébédib al.,
2001 ; Banniet al., 2001 ; Banniet al., 2004] contrairement a leurs homologues non
conjugués (acides linoléique et linolénique) gacsumulent majoritairement dans les lipides
polaires. Ainsi, 79, 70 et 63 %, respectivement@eA et des dérivés conjugués 18:3 et 20:3
se retrouvent dans les lipides neutres de foieatlayant recu un supplément sous forme de
beurre enrichi en CLA (20% de la ration, pendamhdis) [Banniet al., 2001]. Par contre,
chez le ruminant, la distribution des isomeres HA @insi que de leurs métabolites dans les
lipides hépatiques difféere puisque ceux-ci sontirenvtrois fois plus incorporés dans les
phospholipides que dans les triglycérides (Figyr¢Banni et al., 1996]. Les mécanismes
régulant la conversion des diacylglycérols (composgmmuns précédant la formation des
lipides neutres et polaires) ne sont pas connustelas, I'hypothése la plus vraisemblable
pour expliquer la difféerence d'orientation d'esiéation entre ces deux especes animales
serait une reconnaissance seélective du substrdép@nzymes responsables de la formation
des lipides neutres (diacylglycerol acyltransférasst polaires (phosphocholine et
phosphoéthanolamine acyltransférases) [Lel8nKuksis, 1996]. Une autre possibilité serait
I'existence d'une compétition entre CLA et aciawliique pour leur estérification dans les
phospholipides, avec pour conséquence l'estérdicaiccrue des CLA dans les triglycérides

(lipides de stockage) chez le rat [Baehal.,2001].

En conclusion, tres peu d'études ont été entrepsisoncernant le métabolisme des
isomeéres de CLA dans les organes ou tissus de ramirbien que leur répartition entre les
différentes voies métaboliques puisse étre un factdeterminant de leur disponibilité pour

les tissus périphériques tels que le muscle owale |
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l. 2.3 Autres origines des CLA

La majorité des études concernant les CLA a étlisée en utilisant des isoméres de
synthése puisque ces syntheses ont l'avantage meetpe la production de quantité
importante de CLA et de pouvoir assurer a la faie womposition exacte des meélanges
produits et une meilleure pureté. En effet, corgraent aux mélanges complexes présents
naturellement dans les produits de ruminants (@luse vingtaine d'isomeres), ces syntheses
conduisent a la formation de mélanges de CLA coégpanajoritairement des isomeres
Ocis,11trans et 1Qransl2cis accompagnés de faible quantités d'isoméres pedgedes
doubles liaisons en 8,10 ou en 11,13 [Gnaadigl.,2001]. La synthese industrielle de CLA
peut étre realisée selon trois procédés : I'hydvaien catalytique, la biohydrogénation
enzymatique et la synthese chimique.

L'hydrogénation catalytique est un procédé permettde fixer deux atomes
d'hydrogéne sur la double liaison d'un AG afin dmiduer son degré d'insaturation,
entrainant la production de différents isoméresng#nques et de position [Pattersenal.,
1983]. Il existe différentes catégories de réactioatalytiques selon le type de catalyseur
choisi (homogénes ou hétérogenes qui peuvent éilisési avec ou sans solvant). Les
catalyseurs homogénes correspondent, le plus spusedes bases fortes alors que les
catalyseurs hétérogenes sont composés d'un sugipiun métal. Selon les conditions de la
réaction, il est possible de favoriser certainegtiéns d'isomérisation par rapport a d'autres
[Jung et al., 2001 ; Bernaset al., 2002]. Toutefois, la variété des isoméres obtgmars
hydrogénation catalytique conduit a la nécessitépdsfier les produits, en particulier
lorsqu'ils sont destinés a étre ingérés par I'anoud’homme. Par ailleurs, le rendement de
production est faible comparativement aux autrexqués et le colt relativement élevé du
fait des prix des réacteurs.

Le deuxiéme procédé permettant la production migses de CLA est la
biohydrogénation enzymatique. Ce procédé permet, g@pge@mple, I'hydrogénation de
molécules d'acide linoléique par le biais d'uneyerg, la linoléate isomérase, fixée a la
membrane cellulaire de différentes bactéries [Yeaaet al.,1999]. Les principales souches
de bactéries identifiées pour leur aptitude a preddes CLA (en particulier l'acide
ruménique) sontPropionibacterium frudenreichiissp frudenreichii et Propionibacterium
frudenreichiisspshermanii[Jianget al.,1998] ainsi que six types de bactéries lactigdesx

Lactococcus trois Lactobacillus et une Streptococcys [Lin et al.,, 1999]. La quantité
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d'isomeres de CLA produite, qui varie selon la reat la quantité des enzymes utilisées, est
relativement faible (quelques dizaines de millignaes) et le prix de revient, étant donné le
co(t des enzymes, est élevé. Par contre, du fadulespécificité, les mélanges obtenus sont
d'une pureté élevée, ce qui peut constituer untagamon négligeable en fonction de leur
utilisation ultérieure.

La synthése chimique constitue le troisieme précde production des isomeres de
CLA et est basée sur la mise en ceuvre de la desthyidn de I'acide ricinoléique (acide 12-
hydroxy-9-cis octadecadienoique) ou lisomérisat@ioaline de l'acide linoléique. La
déshydratation de I'acide ricinoléique est la mé¢hia plus utilisée a I'heure actuelle a des
fins commerciales [Yuraweazt al.,1999]. Elle consiste a attaquer le groupement akitwd
en position 12 sur la chaine aliphatique, ce growgre étant par la suite éliminé par le 1,8-
diazabicyclo [5,4,0]Jundéc-7-éne ou par I'hydroxytee potassium afin d'ouvrir une double
liaison en position 11 [Yangt al., 2002] (préférentiellement de configuratians). L'acide
gras majoritairement produit dans le mélange esidé ruménique (9s,1ltrans 66%)
accompagné de faibles quantités d'autres isoméskss que le 6is,1icis (20,7%), le
Otrans 11trans (0,6%) et le Bis,12rans (6,6%) [Berdeaux, 1997]. L'isomérisation alcaline
permet la synthése des isomeres de CLA par deSaimde saponification utilisant une base
forte (hydroxydes de lithium, de sodium ou de psitan) combinée a un solvant (alcool,
éthylene glycol ou glycérol) [Yuraweet al.,1999 ; Reanegt al.,1999]. Le CLA est généré
lors de l'acidification du milieu par un acide fotel que Iacide sulfurigue ou
hydrochloridrique. Ainsi, Berdeauet al.,(1998) ont décrit la formation des isoméres de CLA
(9cis,11trans et 1Qrans1Zcis) par isomérisation alcaline d'huile de carthamés daur
purification par cristallisation dans l'acétone. degré de pureté des deux isoméres obtenus
est de I'ordre de 90 a 97 %.

En conclusion, les productions de CLA par biohydenation enzymatique et
surtout par déshydratation de I'acide ricinoléigus®nt les plus prometteuses, cette derniere
demeurant la plus intéressante pour l'industrie calle permet de produire de grandes

qguantités d'isomeres de CLA dans un temps relatie@tcourt.
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Figure 10: Teneurs en CLA dans différents produits animauweggtaux
(D'apres Chin et al., 1992, Shantha et al., 1994,dt al., 1995 et Fritsche et al., 1998)
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[. 3. Sources et apports de CLA pour I'Homme

Au regard des nombreuses propriétés biologiques @G&A potentiellement
intéressantes pour la santé humaine, et afin diév& relation entre santé et consommation
de CLA, il est important de connaitre les teneur<C&A dans les aliments consommeés par
I'Homme ainsi que le niveau de consommation deA¢eslLa premiere partie de ce chapitre
rapporte les données actuellement disponibles coace la composition en CLA des
aliments consommés par I'Homme et la deuxiemeepabtorde les niveaux d'apport en CLA
dans la population francgaise et les compare aimatsons réalisées dans d'autres pays.

l. 3.1. Les principales sources de CLA pour 'Homme

De facon générale, les produits animaux, notamnreelatit, les produits laitiers et la
viande de ruminant [Chiet al., 1992 ; Fritscheet al.,1998], présentent les teneurs en CLA
les plus élevées. Toutefois, des traces de CLAéthtdétectées dans les huiles végétales
[Banni et al., 1995 ; Fritscheet al., 1998 ; Juanédat al., 2003]. Des quantités non
négligeables de CLA ont également été retrouvéas dartains produits de transformation
issus de lindustrie agro-alimentaire, suite acdiporation de matieres grasses laitieres ou

formulées a partir d'huile végétale lors des preessie fabrication.

I. 3.1.1. Les aliments provenant des ruminants

La teneur en CLA présent dans les matiéres gratese@roduits de ruminants a été
rapportée par de nombreux auteurs et les prin@ghdanées sont résumées dans la Figure 10
[d'aprés Chiret al.,1992 ; Shanthat al.,1994 ; Linet al.,1995 ; Fritschet al.,1998].

[. 3.1.1.1. Le lait et les produits laitiers

Les produits laitiers présentent les teneurs stahaplitudes de variation en CLA les
plus élevées, puisque ces teneurs varient de fa@oérale entre 3 et 9 mg/g de lipides (Figure
10). Toutefois, une étude de O'Sletaal., (1998) rapporte des teneurs dans le lait pouvant
atteindre 30 mg de CLA/g de lipides. Parmi leséatdghts fromages, le munster ainsi que des
fromages de type fondu (résultant d'un assemblaghfiérents fromages) sont les plus riches
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Tableau 1: Répartition des différents isoméres de CLA (% QGbfaux) identifiés dans les

matieres grasses de lait, de beurre, de fromage wande de bovins
(ND : non déterminé, tr. : traces)

Isoméres de CLA Lait Beurre  Fromage Viande

Isomeéres cis,trans / trans,cis

7,9 5.5 6.7 3.6 7
8, 10 1.5 0.3 1 2.6
911 72.6 76.5 83.5 72
10,12 0.4 1.1 tr. 2.6
11, 13 7 0.4 4.7 3.3
12, 14 0.7 0.8 0.4 0.7
Isoméres trans,trans

6, 8 tr. ND 0.7 tr.
7,9 2.4 ND 0.6 1.5
8, 10 0.3 ND 0.3 0.7
911 2 ND 1.5 3.7
10,12 0.6 ND 0.5 1.9
11, 13 4.2 ND 2.3 1.9
12, 14 2.8 ND 0.9 1.9
13,15 tr. ND 0.1 tr.
Isomeres cis,cis

8, 10 tr. ND <0.1 tr.
9,11 tr. ND 0.3 tr.
10, 12 tr. ND <0.1 tr.
11, 13 tr. ND 0.3 tr.

(D’apres Khanal & Olson, 2004)
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en CLA avec des teneurs pouvant atteindre jusquoig 8le CLA/g de lipides (Figure 10). La
variation des teneurs en CLA dans les produitgelais'explique principalement par les fortes
variations de concentration initiale en CLA dantaleentier [Linet al.,1995]. Ces variations
dépendent notamment de l'alimentation de l'anigh@lsa race, de son age [Dhimetnal.,
1996 ; Stantoret al.,1997; Lawles®t al.,1998], des conditions d'élevage et de la locatisat
géographique de la production [Keky al.,1998]. Ces différents facteurs de variation seront
traités plus particulierement dans le chapitre Pdr ailleurs, les méthodes de fabrication des
produits laitiers peuvent également moduler, maisagon moindre, les teneurs en CLA dans

ces produits (cf. chapitre 1. 4.3).

. 3.1.1.2. La viande

Parmi les différentes viandes, celle de ruminaésgnte les plus fortes concentrations
en CLA (2,7 a 8,5 mg/g de lipides, Figure 10) algus chez le monogastrique, la volaille ou
le poisson, ces teneurs sont comprises entre B,3 @g/g de lipides. De nombreuses études
ont montré que la teneur en CLA dans la viandeudeimant est directement corrélée a la
teneur en lipides dans le muscle [Fritse&hteal., 2001 ; Lorenzet al., 2002 ; Scollaret al.,
2002 ; Raest al.,2003 ; Baucharet al.,2005]. Comme pour les produits laitiers, les teseu
en CLA de la viande de ruminant sont dépendantefaateurs intrinseques liés a I'animal
(race, age, type de muscle) et de facteurs extpiresetels que I'alimentation des animaux et
leur conduite d'élevage. Ces facteurs seront plmggment détaillés dans le chapitre I. 4. De

méme, les facteurs liés au traitement de la vigedent détaillés dans le chapitre 1. 4.3.

I. 3.2.2. Les autres sources alimentaires

La teneur en CLA dans les margarines est tresblari(0,2% a 7% des AG totaux)
ceci étant principalement liée au degré d'hydrot@made la margarine et a la matiere
premiere utilisée (huile végétale ou matiere grassmale) [Mossobat al.,1991 ; Ratnayake
et al.,1998]. Des traces de CLA (< 0,01% des AG totaum)é&bé eégalement rapportées dans
les huiles végeétales et les huiles partiellemedtdyenées [Banrgt al., 1995 ; Fritschet al.,
1998]. D'apres Chiet al.,(1992), les teneurs en CLA de certaines huildinésds (arachide,
tournesol, colza) peuvent varier entre 0,1 a 0,7grde lipides (Figure 10). D'autre part, une
étude récente a montré que la teneur en CLA darsulées augmente avec la température de

chauffage de ces derniéres. Ainsi, la concentragionCLA dans une huile de tournesol
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soumise a un cycle de 10 chauffages a 180°C estidla de 0,2% des AG totaux alors que,
lorsque la température du cycle est portée a 22@°teéneur en CLA peut atteindre 1,3% des
AG totaux [Juanédeet al., 2003]. Toutefois, l'application de ces cycles dwuffage
n'influence pas la distribution des isomeres, segneres ®ans1ltrans et 1Qrans12trans
restant majoritaires.

Les produits de transformations issus de lindeisaigro-alimentaire constituent
également une source alternative de CLA pour I'Hemin effet, les industries agro-
alimentaires incorporent dans leurs produits de breoses matieres grasses jouant le role
d'agent technologique, "d'exhausteur"” de godt, tactsirant.... Les matiéres grasses
principalement utilisées lors de ces processus aeichtion sont des huiles végétales
partiellement ou totalement hydrogénées (huilepaene, de carthame, de coprah) mais
eégalement des matieres grasses issues du laibnCees dernieres qui contribuent le plus a la
présence de CLA dans ces produits manufacturés.chesentrations en CLA sont donc

dépendantes de la qualité et de la quantité ddaénempgrasses incorporées dans ces produits.

En conclusion, les produits de ruminants repr&sgrna principale source alimentaire
de CLA pour 'Homme. Actuellement, plus de vingbngeres de CLA ont été caractérisés
dans les matieres grasses de lait [Cruz Hernartle#., 2004]. Toutefois, l'analyse de la
répartition des différents isomeres de CLA n'alfalijet que de peu d'études jusqu'a présent.
Le Tableau 1 compile les données actuelles conoetaalistribution des isoméres de CLA
présents dans différents échantillons de ruminaitt beurre, fromage et viande). De fagon
générale, les isoméres de configuratitransou trans,cisconstituent la classe majoritaire
des CLA (>85% des CLA totaux). La deuxieme class@lus importante quantitativement
correspond aux isomeres de configuratrams,transqui représente 6 a 12% des CLA totaux,
les isomeéres de CLA de configuratios,cisétant la classe la moins représentée (0 - 4,8% des
CLA totaux).

l. 3.2. Evaluation des apports en CLA pour 'Homme

Dans le cadre de I'étude AFSSA (2005) "Risqudséatfices pour la santé des AG
trans apportés par les aliments”, I'évaluation dansolaufation francaise (par classe d'age et
par sexe) des apports moyens en CLA et I'identiinades principaux aliments contributeurs

a ces apports ont été réalisées en s'appuyanésuailohnées de la table de composition des
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aliments du centre informatique sur la qualité @éments (Ciqual) et les données de
I'enquéte alimentaire INCA (enquéte individuelle eationale de la consommation
alimentaire).

L'apport brut moyen en CLA est estimé pour lesaetsf a 183 et 170 mg / j pour les
garcons et les filles respectivement et, au stdd#eg a 213 et 178 mg / j pour les hommes et
les femmes, respectivement, ces données indiquapport brut moyen plus élevé dans la
population masculine que féminine. Toutefois, paumMméme apport calorique, la différence
entre ces deux populations s'inverse, avec un appdCLA plus important pour les femmes
adultes que pour les hommes. Cet apport augmentiapel'enfance (de fagon plus marquée
chez les garcons), demeure relativement stablegpérna vie adulte avant de diminuer vers
I'age de 65 ans, la variabilité de cet apport gl importante dans la population masculine
que féminine.

En terme d'aliments contributeurs des apports lefy, @&s aliments d'origine laitiere
sont les plus importants. Ainsi, chez les adulkes,produits laitiers (incluant le beurre, le
fromage et le lait) représentent plus de 73% dpsrégen CLA, la viande et les viennoiseries
contribuant chacune a environ 10% de ces appodsr@-11). Chez les enfants, les produits
laitiers sont aussi les principaux aliments coniieirs des apports en CLA (65%) suivi des
viennoiseries (16%) et de la viande (10%) (Figuke Les produits de ruminants constituant
le principal apport en CLA, I'acide rumeénique estallisomere majoritairement consomme.

Cette étude étant la seule étude ayant estimépjemta en CLA dans la population
francaise, il est difficile de comparer ces réssl@vec les données d'autres pays. Toutefois,
les estimations de la consommation en CLA dansolaulation francaise sont proches de
celles obtenues par la méthode des repas dupligméthode de référence) estimant que
I'apport en CLA chez 46 hommes et 47 femmes s'éleésggectivement a 212 et 151 mg de
CLA /j [Ritzenthaleret al.,2001]. Les estimations réalisées sur une populatiemande sont
deux fois plus élevées que les estimations fraegd®30 mg/j pour les hommes et 350 mg/j
pour les femmes) [Fritsche & Steinhart, 1998], ne<explique, du moins en partie, par des
différences d'habitudes alimentaires, la populattiemande consommant plus d'aliments
riches en CLA (yaourts et autres produits laitiens@ la population francaise.

Les aliments contributeurs aux apports en CLA tifiés dans les autres pays sont
globalement les mémes que ceux identifies en Fraftesi, dans une étude de cohorte
réalisée aux Pays-Bas chez des femmes ménopavsxmeps et al., 2002], le beurre est le
principal aliment contributeur (29%) suivi de lande (23%), du fromage (21%) et du lait et

des produits laitiers (19%). De méme, Ritzenthetel.,(2001) ont estimé que les aliments a
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Tableau 2: Variations de la teneur en CLA dans le lait @emction des conditions d’alimentation

o ) . Race / CLA .
Régime de base Supplémentation . Références
Espece (% AG totaux)

Ration mixte* Holstein 0,44 Kelseyet al.,2003
Paturage Holstein 2,5 Khanalet al.,2003
Paturage graines de soja extrudées  Holstein 1,7 Khanalet al.,2002
Paturage graines de colza extrudées Holstein 2,5 Lawlesset al.,1998
Ration mixte* colza Holstein 1,4 Wardet al.,2002
Ration mixte* lin Holstein 1,2 Wardet al.,2002
Paturage céréales Holstein 0,72 White et al.,2001
Ration mixte * huile de poisson (1%) Holstein 0,73 Abughazaletet al.,2003
Paturage huile de poisson (150 g) Holstein 3,3 Kay et al.,2003
Ration mixte * huile de soja (3,6%) Holstein 2,1 Dhimanet al.,2000
Ration mixte * huile de lin (5,3%) Holstein 1,67 Kelly et al.,1998
Ration mixte * huile de tournesol (5,3%) Holstein 2,44 Kelly et al.,1998
Ration mixte * huile de arachide (5,3%) Holstein 13,3 Kelly et al.,1998
Paturage Holstein 1,7 Lawlesset al. 1998
Paturage Holstein 14-18 Loor et al.,2002
STEIEEE !uzerne * Holstein 0,53 Dhimanet al.,1999
concentré
Ensilage !uzerne * huile de poisson Holstein 0,86 Dhiman,et al.,1999
concentré
Paturage Holstein 2,21 Dhimanet al.,1999
278 [FI9r0E - ens. mals graines de soja entieres Holstein 0,31 Chouinardet al.,2001
Tourteau soja
Ens. Herbe +. Ens. mais graines soja extruduées Holstein 0,85 Chouinardet al.,2001
Tourteau Soja
Ensilage de mais (35%) huile de poisson + . .
fourrage (65%) de tournesol (3%) Holstein 3 Shingfieldet al.,2005
Ensilage de mais (65%) huile de poisson + : -
fourrage (35%) de tournesol (3%) Holstein 1.4 Shingdfieldet al.,2005
Ensilage d'herbe (35%) huile de poisson + . .
fourrage (65%) de tournesol (3%) Holstein 1,9 Shingfieldet al., 2005
Ensilage d'herbe (65%) huile de poisson + : -
fourrage (35%) de tournesol (3%) Holstein 2,8 Shingfieldet al.,2005
Ration mixte * graines de soja extrudées  Holstein 04-1 Solomonet al.,2000
Foin luzerne (25%) +
ensilage mais (25%) + Holstein 0,71 Donovarnet al.,2000
concentré (50%)
Foin luzerne (25%) +
ensilage mais (25%) + huile de poisson (2%) Holstein 2,53 Donovanet al.,2000

concentré (50%)

(* ration mixte : 50% fourrage + 50% concentré)



Etude bibliographique

base de matieres grasses laitieres contribuaiant g% et 68 % des apports en CLA chez

les hommes et les femmes, respectivement.

I. 4. Facteurs de variation des teneurs en CLA danges produits de

ruminants

Les matieres grasses du lait sont presque exelugnt constituées de triglycérides,
alors que dans la viande, les lipides snt présdatfais sous forme de phospholipides et de
triglycérides, ces derniers s'accumulant dansdgsaytes intramusculaires et sous la forme
de gouttelettes lipidiquesdans le cytoplasme d#salee musculaires [Demeyer & Doreau,
1999]. La séparation des lipides totaux de la weapd triglycérides et en phospholipides
montre que les isomeres de CLA sont préférentidigndéposés dans les triglycérides
[Fritscheet al.,2001 ; Baucharet al.,2002 ; Lorenzt al.,2002 ; Scollaret al.,2002 ; Raes
et al., 2003], cette orientation métabolique expliquantpartie pourquoi la teneur en CLA
dans le lait est plus importante que dans la via@dpendant, de trés nombreux facteurs
influencent les teneurs en CLA dans les produitgeetvent étre regroupés en trois grandes
catégories : 1) les facteurs liés a l'alimentatierl'animal, 2) les facteurs liés a lI'animal et 3)
les facteurs liés aux traitements technologiquetadeande (maturation, cuisson) et du lait
(fabrication de fromages ou de yaourts).

I. 4.1. Les facteurs liés a l'alimentation de I'ammal

La manipulation des rations afin d'augmenter reete en CLA dans les produits de
ruminants tels que le lait et la viande est trésliée et a fait I'objet de nombreuses revues de
synthése [cf. revues Demeyer & Doreau, 1999 ; Wetodl., 1999 ; Chilliardet al., 2000 ;
Moloney, 2001 ; Miret al., 2003a, Chilliardet al., 2004 ; Raet al., 2004a ; Miret al.,
2004 ; Scollaret al.,2005].

Des études récentes ont montré que la teneur en\@tiAit entre 0,2 et 1,1% des AG
totaux de la viande [Miet al.,2000a,b ; Ivaret al.,2001 ; Khanal & Olson, 2004 ; Raet
al., 2004b, Baucharet al., 2005] et entre 0,3 et 5% des AG totaux du laitrg@inant
[Khanal & Olson, 2004 ; Dhimarmt al., 2001 ; Chilliardet al., 2004]. D'autre part, de
nombreux auteurs ont mis en évidence une augmemtaks teneurs en CLA dans les

produits de ruminants lorsque ces derniers sonduitsnau paturage, regoivent une ration a
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Tableau 2 (suite)

Régime de base

Supplémentation

Race / CLA
Espéce (% AG totaux)

Références

Foin luzerne (25%) +
ensilage mais (25%) +
concentré (50%)

Foin luzerne (25%) +
ensilage mais (25%) +
concentré (50%)

Foin luzerne (25%) +
ensilage mais (25%) +
concentré (50%)
Ration mixte *

Ration mixte *
Ration mixte *
Ration mixte *

Paturage en plaine

Paturage en moyenne
montagne

Paturage en haute
montagne

Ration mixte*
Ration mixte *
Ration mixte *
Ration mixte *

Ration mixte*

Ration mixte*
Paturage

+ 5,5 kg de concentré
Divers

30% foin +
70% concentré
30% foin +
70% concentré
30% foin +
70% concentré
30% foin +
70% concentré
30% foin +
70% concentré
30% foin +
70% concentré
30% foin +
70% concentré

Divers

huile de poisson (2%)

huile de poisson (3%)

huile de poisson (2%)

graines de soja extrudées (29
huile de poisson + soja (2%)

huile de poisson (2%)

graines de soja extrudées (29

huile de poisson +
soja (2%)

huile de lin (3,4%)
graines de lin (3,4%)

huile tournesol (3,4%)

graines tournesol (3,4%)

graines de lupin (3,4%)

graines de soja (3,4%)

Holstein 0,71
Holstein 2,53
Holstein 2,12
Holstein 0,50
Holstein 1,92
Holstein 1,14
Holstein 2,05
? 0.87
? 1.61
? 2,36
Brown 0,71
Swiss
Broyvn 220
Swiss
Brown 1,22
Swiss
Brown 1,67
Swiss
Broyvn 0.41
Swiss
Jersey 0,32
Jersey 0,59
Cheévre 0,58-1,1
Cheévre 0,6
Cheévre 1,4
Cheévre 0,6
Cheévre 2,3
Cheévre 0,8
Cheévre 0,3
Cheévre 0,4
Mouton 1,2-3

Donovanet al.,2000

Donovanet al.,2000

Donovanet al.,2000

Whitlock et al.,2002
Whitlock et al.,2002
Whitlock et al.,2002
Whitlock et al.,2002
Collombet al.,2002

Collombet al.,2002
Collombet al.,2002
Whitlock et al.,2002
Whitlock et al.,2002
Whitlock et al.,2002
Whitlock et al.,2002

Kelseyet al.,2003
White et al.,2001
White et al.,2001
Parodiet al.,2003
Chilliard et al.,2003

Chilliard et al.,2003
Chilliard et al.,2003
Chilliard et al.,2003
Chilliard et al.,2003
Chilliard et al.,2003

Chilliard et al.,2003
Parodiet al.,2003
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base d'herbe jeune riche en AGPI n-3 [Dhiman, 19B8nchet al., 2000; Jahrei®t al.,
2000 ; Looret al., 2002 ; Khanal, 2003a ; Kast al., 2004], ou sont supplémentés avec des
huiles végétales, ou des graines oléagineusesi{Bnae 1999 ; Lock & Granworthy, 2003 ;
Madronet al.,2002 ; Khanakt al.,2002, 2003b ; Bauchaet al.,2005] ou avec des huiles de
poisson riches en AGPI n-3 tres longs [Donoedral., 2000 ; Scollaret al., 2001 ; Abu-
Ghazalelet al.,2003].

Ainsi, les Tableaux 2 et 4 présentent de facon eximaustive les données de la

littérature concernant les teneurs en CLA danaitest la viande.

I.4.1.1. Alimentation & base d’herbe

Depuis longtemps la conduite des animaux au pgeupgndant I'été est connue pour
augmenter les teneurs en dienes conjugués et moldifcomposition en AG du lait [Booth,
1935]. Dans les pays tempérés, I'herbe fraichéesdrgn moyenne 1 a 3% d'AG, les teneurs
les plus élevées étant observées au cours de $tames de développement et au cours de la
repousse de I'herbe [Bauchertal.,1984]. Parmi ces AG, l'acidelinolénique (C18:3n-3) est
le plus représenté puisqu'il compte pour 55 a 6B8%0Al5 totaux de I'herbe [Kuzdzal-Savoie,
1965 ; Baucharet al.,1984]. Ceci a conduit a la mise en place de nonseeatudes visant a
augmenter les teneurs en CLA du lait et de la \wgral la conduite des animaux au paturage
[Riel et al., 1963 ; Banniet al., 1996 ; Collombet al., 2002 ; Lock& Garnsworthy, 2003 ;
Ledoux et al., 2005]. Il a été constaté que les teneurs en Clés da viande de bovins
conduits au paturage ou recevant une ration adibheebe sont plus élevées (jusqu'a 1% des
AG totaux) que celles présentes dans la viandeodim$ nourris avec un régime classique a
base d'aliments concentrés [voir revues de @flial., 2003a, 2004, Rae=t al., 2004a]. De
méme, la proportion de CLA dans le lait de vaclw®laites au paturage peut atteindre 1,7%
des AG totaux, alors qu'elle n'est comprise glee@iist et 0,6% des AG totaux lorsque les
animaux recgoivent une ration a base d'ensilageals fwoir revues de Chilliardt al.,2001;
2004].

De nombreuses études ont par la suite mis en rsadeles variations dans la
composition en AG du lait et des produits qui erodéent selon la saison et la zone
géographique de production de ces produits [&iel.,1963 ; Bannket al.,1996 ; Collombet
al., 2002 ; Lock & Garnsworthy, 2003 ; Ledoakal.,2005]. Ainsi, un lait de printemps (mai,
juin, juillet) produit lorsque les animaux sont péturage contient en moyenne 1,5 mg de

CLA/g de lait alors qu'un lait produit au cours degres mois durant lesquels les animaux
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recoivent une ration mixte (herbe et ensilage désymee contient que 0,77 mg de CLA/g de
lait [Lock & Garnsworthy2003]. L'amplitude de ces variations dans le beestesimilaire a
celle observée dans le lait. En effet, Ledetnal., (2005) ont montré que la teneur moyenne
en CLA dans un beurre d'hiver était d'environ Od& de CLA/g, alors qu'un beurre de
printemps ou d'été en contient 0,58 a 0,8 mg/gjlardes animaux sont nourris au paturage.
Outre ces variations saisonniéres, certains auteursiontré que la composition en AG dans
le lait variait selon la zone géographique de petida [Collombet al., 2002 ; Ledowset al.,
2005]. Ainsi, un lait de haute montagne présengeteleeurs moyennes en CLA 1,8 a 2,7 fois
plus élevées que celles rapportées dans un laiiayenne montagne ou de plaine (2,36 vs.
1,61 vs. 0,87 mg de CLA/g) [Collomét al., 2002]. De méme, la teneur en CLA dans un
beurre de montagne produit a partir de lait de gactourries au paturage est plus élevée que
dans un beurre de plaine [Ledoeixal.,2005]. Ces différences de compositions en AG dans
ces produits peuvent s'expliquer, d'une part, panariations de composition en AG entre les
especes végétales et, d'autre part, par des difiEsal'activité des enzymes responsables de la
synthése ruminale et endogéne du CLA [Jeangr@d., 1999 ; Lock & Garnsworthy2003].

En effet, I'nerbe fraiche peut provoquer, au nivelaurumen, une modification de la
population bactérienne entrainant une inhibitiomederoissance des bactéries responsables de
la biohydrogénation compléte des AGPI, ce mécanistaiet en partie lié a une altération du
pH ruminal [Lathamet al., 1972 ; Griinari & Bauman, 1999]. D'autre partctiaité de la
stéaroyl-CoA désaturase est plus élevée chez déeyvau paturage [Lodk Garnsworthy,
2003], suggérant une éventuelle stimulation deytah&se endogene du CLA dans la glande
mammaire. L'influence des variations saisonniérggegraphiques sur la composition en AG
dans la viande n'a fait I'objet que de peu d'étutiess les mécanismes mis en jeu doivent étre

probablement identiques a ceux décrits chez laevkitiere.

I. 4.1.2, Supplémentation des rations avec des gn&s ou huiles oléagineuses

L'impossibilité de se procurer de I'herbe fraiggendant la période hivernale et les
variations de composition de I'herbe liées a lasaet a la zone géographique ont conduit a la
mise en place d'autres stratégies nutritionnelfes dlaugmenter la teneur en CLA dans les
produits de ruminants. Une des stratégies les ytilisées consiste a supplémenter les rations
des ruminants avec des sources lipidiques d'origéugtale (graines ou huiles oléagineuses)
riches en AGPI, et en particulier en acides lirgpiéi et linolénique précurseurs des CLA au

niveau ruminal et tissulaire via l'acide vaccéni¢Geinari & Bauman, 1999]. Les graines ou
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Tableau 3 :Composition en acides gras des graisses aninalies duiles végétales utilisées dans I'alimemadies mammiféres

Huile de Beurre Huile de Saindoux Suif de Huile de Huile Huile de Huile de Huile de Huile de Huile de Huile de Huile de
copral palme bovin colze dolve mais soja cartham¢tournesa  lin périla  poissol
Saturés 89,8 68,7 50,8 40,1 46,3 7,1 19,5 16,6 15,2 18,5 11,66,71 8,4 40,0
80 9,6 9.2 - - - - - - - - - - - -
10:.0 6,8 - - - - - - - - - - - -
12.0 46,0 3,1 01 - - - 3,0 - - 2,2 0,2 - - -
14.0 16,5 17,7 11 17 38 - 15 0,1 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 10,9
16:.0 8,5 26,2 45,3 24,3 24,8 5,6 111 13,9 10,5 11,8 7,6 103 3 6, 24,7
18.0 24 12,5 4.4 141 18,7 15 39 2,6 4.4 4.4 3,6 6,3 2,0 4.4
Monoinsaturés 6,7 30,1 39,2 47,1 42,9 58,2 69,9 28,9 23,8 820, 22,6 24,2 21,1 30,7
16:1n-7 0,1 19 0,1 39 31 - - 0,1 0,2 - - 0,7 0,2 16,9
18:1n-9 6,6 28,2 39,1 432 39,8 58,2 69,9 28,8 23,6 20,8 226 35 2 209 13,8
Polyinsaturés 3.4 3.4 9,7 11,2 4,3 33,3 15,2 53,4 56,9 60,4 ,164 56,2 69,9 24,4
18:2n-6 3,2 29 9,4 10,7 3,7 20,8 15,2 52,7 51,2 60,4 63,0 16,213,3 55
20:4n-6 - - - 0,2 - - - - - - - - - -
18:3n-3 0,2 0,5 0,3 18 0,6 114 - 0,7 57 - 11 39,9 56,7 2,3
20:5n-3 - - - - - - - - - - - 0,1 - 11,7
22:6n-3 - - - - - - - - - - - - - 52
Jenkinset Grundy Ideetal., Moiretal, Leplaixx Trautwein Poweret Jenkinset Leplaix- Poweret Trautwein Gargetal;, Ideetal., Poweret
‘;a{-if‘ &Denke (1996) (1995) Charlatet  etal., al, (1994) al., (1985) Charlatet gl (1997) etal, (1989)  (1996) al., (1997)

(1990) al., (1996) (1997) al., (1996) (1997)
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I'huile de tournesol, de carthame, de coton etojke sont des sources lipidiques riches en acide
linoléique, les graines ou I'huile de lin et dezeokont des sources riches en acide linolénique,
tandis que les graines ou l'huile d'arachide eivd'accontiennent majoritairement de l'acide
oléique et contiennent de faibles proportions deilinoléique et linolénique (Tableau 3). En
dépit de leur importance métabolique, les acidasldique et linolénique représentent en
moyenne seulement 3 a 4% de la matiere séche (BtSfodrrages et des céréales, et sont tous
deux fortement hydrogénés dans le rumen (80 a 9bueau et Ferlay, 1994]. Cependant,
lorsque I'on apporte ces AG en quantité plus ingpdet dans I'alimentation des ruminants, leur
teneur ainsi que celles des AGMians (notamment de l'acide vaccénique) et des CLA
augmentent dans la viande et le lait [Wabdhl., 1999, Chouinaret al.,2001 ; Moloneyet al.,
2001 ; Miret al.,2003a ; Raest al.,2003 ; Chilliardet al.,2003, 2004 ; Bauchaet al.,2005].
Ainsi par exemple, Ensaat al., (1999) ont montré une augmentation significativ&50% par
rapport au traitement témoin) de la teneur en ChAsde muscléongissimus thoraci€L.T) de
vache suite a l'apport d'huile de lin dans la raf@ MS), les teneurs passant de 3,2 a 8 mg/g
de lipides. De méme, l'ingestion de concentratiomissantes d'acide linoléique apporté par
I'inclusion d'huile de tournesol (jusqu'a 4% deM&) dans la ration de génisses augmente la
concentration en CLA dans les lipides musculaireplds de 109% par rapport a la teneur en
CLA dans les muscles des animaux non supplémemési [et al., 2005]. Des résultats
similaires et méme plus marqués ont été obtenus lédait. Ainsi, Miret al., (1999) rapportent
une augmentation de 200% de la proportion de CL#s de lait de chevre (32,85 10,53 mg/g
lipides) avec seulement un apport de 2% d'huilealza dans la ration des animaux. De méme,
Chilliard et al.,(2003) ont montré que I'apport de 3,4% de lipstmss forme d'huile de tournesol
et de lin augmentait la teneur en acide ruméniqumes de lait de chevre respectivement de + 283
et +133%, en comparaison avec une ration (30%dgerf 70% concentré) non supplémentée en

huile.

l. 4.1.2.1 Effet de la quantité de lipides apportée

L'apport de doses croissantes de supplémentsgliigisl dans la ration des animaux
permet une augmentation linéaire des teneurs end@oA les produits. Ainsi, un apport de 0,
3 ou 6% d'huile de tournesol pendant 100 jours rdula période de finition de bovins a
viande entraine une élévation des teneurs en Clifpeuvent atteindre alors 2, 2,6 et 3,5
mg/g de lipides, respectivement [Mit al.,2003b]. De la méme maniére, un apport de 1,5 ou

3% d'huile de tournesol dans une ration a basesilfige de mais se traduit par une

40



Tableau 4: Variation de la teneur en CLA (isomérg@<$1 ltrans) dans la viande

Ration de base

Supplémentation

Race

CLA

(% AG totaux)

Références

Paille (30%) +
Concentré (70%)
Paille (30%) +
Concentré (70%)
Paille (30%) +
Concentré (70%)
Paille (30%) +
Concentré (70%)
Foin (45%) +
concentré (55%)
Foin (45%) +
concentré (55%)
Ensilage de mais
concentré (40%)
Ensilage de mais
Concentré (40%)
Ensilage de mais
Concentré (40%)
Ensilage de mais
Concentré (40%)

Concentré mais

Concentré mais

Ens. herbe (60%) + conc. orge

(40%)

Ens. herbe (60%) + conc. orge

(40%)

Ens. herbe (60%) + conc. orge

(40%)

Ens. herbe (60%) + conc. orge

(40%)

Ensilage herbeaf lib.) +

Concentré orge (4 kg)

Paille (1 kg) + concentré (8kg)
Herbe (6 kg) + concentré (5 kg)

(60%)
(60%)
(60%)

(60%)

Herbe (12 kg) + concentré

(2,5 kg)
Herbe (22 kg)

Ens. mais + concentré

Ens. mais + concentré
Céréales mais

(en période de finition)
Paturage

Concentré mais

graines de lin (4%)

graines de lin (4%)
+ vitamine E
graines de colza
(4%) + vitamine E

graines de lin (4%)

graines de lin (4%)

graines de lin (4%)
+ vitamine E
graines de colza +
vitamine E

huile soja (5%)

Mégalac (6%)

graines lin (6%)

huile poisson (6%)

huile poisson + lin
(6%)

graines soja
extrudées (127 g)

Taurillons Charolais
Taurillons Charolais
Taurillons Charolais

Taurillons Charolais

Bouvillons Charolais x
Salers
Bouvillons Charolais x
Salers

Taurillons Charolais
Taurillons Charolais
Taurillons Charolais

Taurillons Charolais

Bouvillons Angus

Bouvillons Charolais

Bouvillons Charolais

Bouvillons Charolais

Bouvillons Charolais

Bouvillons Charolais

Bouvillons Simmental
Bouvillons Simmental
Bouvillons Simmental
Bouvillons Simmental
Bouvillons Simmental
2

?

Bouvillons hybrides
Taurillons Simmental

Bouvillons Angus

1,02
0,99
1,03
0,89
0,72
0,88
0,69
0,78
0,85
1,03
0,32
0,36

0,32

0,80

0,57

0,73
0,47
0,37
0,54
0,66
1,08
0,86
0,76
0,36
0,32

0,69

Bauchartt al., 2005
Bauchartt al., 2005
Bauchartt al., 2005
Bauchartt al., 2005
Bauchartet al., 2002
Bauchartt al., 2002
Bauchartt al., 2005
Bauchartet al., 2005
Bauchartt al., 2005

Bauchartt al., 2005

Beaulieuet al., 2002
Beaulieuet al., 2002

Enseret al., 1999

Enseret al., 1999

Enseret al., 1999

Enseret al., 1999

Frenchet al., 2000
Frenchet al., 2000
Frenchet al., 2000
Frenchet al., 2000

Frenchet al., 2000
Fritscheet al., 1998
Fritscheet al., 1998

Labordeet al., 2001
Lorenzet al., 2002

Madronet al., 2002
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augmentation dose-dépendante des teneurs en CLAleldait, les teneurs atteignant 1,7 et
2,5% des AG totaux, respectivement [Chilliatdal., 2004]. Des résultats similaires ont été
obtenus lors de supplémentation de ce type derdidase avec 1,5 ou 3% d'huile de lin, les
CLA représentant alors 1 a 2% des AG totaux [Ghilet al.,2004]. L'apport de quantités
croissantes d'huile de soja permet aussi une @évatéaire des teneurs en acide ruménique
dans le lait de vache, et ce au moins jusqu'a 4% WS de la ration [Chilliaret al.,2000].
Toutefois, des taux d'incorporation de suppléméiptdiques élevés dans la ration (>10%
MS) peuvent conduire a des perturbations de lastime entrainant une diminution des
performances de croissance des animaux qui poskeajliquer par une baisse de la synthése
de novad'AG [Clinquartet al.,1995 ; Demeyer & Doreau, 1999].

I. 4.1.2.2 Effet de la nature des supplémentalijpes

Pour évaluer l'efficacité d'une supplémentatigdique a augmenter les teneurs en
CLA dans les produits de ruminants, la nature dopkument est un facteur important a
prendre en considération. Ainsi, dans le tissuaadipsous-cutané, la teneur en CLA est plus
élevée lors d'un apport de 3% de graines de toolrgee lors de I'apport de 3% de graine de
lin (7,8 vs. 5,5 mg/g lipides) [Casutt al., 2000]. De méme, en comparant l'efficacité de
I'apport d'huile d'arachide (acide oléique), déudle tournesol (acide linoléique) et de lin
(acide linolénique) sur les teneurs en CLA dangiede vache, Kellyet al., (1998) ont
montré que l'apport d'huile de tournesol était lles gefficace, les teneurs en CLA étant de
24,4, 16,7 et 13,3 mg/g lipides avec l'apport dehwle tournesol, de lin et d'arachide,
respectivement. L'apport d'une source lipidiquéheieen acide linoléique est donc plus
efficace pour augmenter la teneur en CLA intramlag@i qu'une source riche en acides
linolénique ou oléique (Chilliardt al.,2004, Looret al.,2005). Ces différences d’effet entre
sources lipidiques peuvent s'expliquer par le faie l'acide linoléniqgue augmente la
concentration en CLA dans le lait ou la viande nresmodifie pas la teneur ruminale en
CLA, alors que I'apport d'acide linoléique se tiagdar une augmentation a la fois des teneurs
en CLA dans le contenu ruminal et dans les tistlesc(lait / viande) [Lock & Garnsworthy,
2003].
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Tableau 4(suite)

Régime Supplémentation Race Teneur Références
Concentré mais graines soja Bouvillons Angus 0,77 Madronet al., 2002
extrudées (256 g)
Concentré orge (800g/kg) Bouvillons Angus 0,18 Mir et al., 2000
. Huile de tourneso Bouvillons Waguy, Waguy .
Concentré orge (6%) x Limousin, Limousin 1,19-1,29 Mir etal., 2002
Eé)rrkl)ceentre v pellls - enslage Bouvillons Holstein 0,52 Nurnberget al., 2002
Paturage Taurillons Simmental 0,56 Nurnberget al., 2002
Ensilage herbe Génisse 0.66 Noci et al., 2005
Ensilage herbe (62%) + - .
ensilage blé (38%) Génisse 0,78 Noci et al., 2005
Ensilage herbe (48%) + - .
ensilage blé (52%) Geénisse 0,65 Noci et al., 2005
Ensilage herbe (66%) + - .
ensilage blé (34%) Geénisse 0,66 Noci et al., 2005
E_ns. LT =7 COIEEIT: Taurillons Blanc Bleu Belge 0,34 Raeset al., 2003
(riche n-6)
E!’IS. DIELS & GRS Taurillons Blanc Bleu Belge 0,50-0,59 Raesetal., 2003
(riche n-3)
Feedlot Bouvillons croisés 0,26 Ruleet al., 2002
Paturage vaches a viande 0,41 Ruleet al., 2002
Herbe’ . - Bouvillons Charolais 0,55 Scollanet al., 2002
(en période de finition)
1 S8 (50 [PEMERE @ ) Bouvillons Charolais 0,60 Scollanet al., 2002
Herbe (en période de finition) Bouvillons Charolais 0,63 Scollanet al., 2002
Ens. mals + graines ee (I Taurillons 0,29 Strzetelskiet al., 2001
concentré entieres
ik malrs + Taurillons 0,31 Strzetelskiet al., 2001
concentré (tourteau de colza)
ik mals + . Taurillons 0,21 Strzetelskiet al., 2001
concentré (tourteau soja)
Paturage Bovin viande 0,74 Shanthat al., 1997
Céréales Bovin viande 0,51 Shanthat al., 1997
Paturage Bouvillons Hereford 0,22 Yanget al., 2002
Céréales (a base de sorgho) Bouvillons Hereford 0,06 Yanget al., 2002
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l. 4.1.2.3 Effet de la forme d’apport des supplémipittiques

L'utilisation des graines oléagineuses ayant gnliraitement préalable d'extrusion ou
thermique afin de rendre I'huile plus disponibleupdes processus de biohydrogénation
ruminale est un moyen efficace pour augmenter éeeurs en CLA dans les produits
[Chouinardet al., 2001]. En effet, lorsque I'enveloppe de la grastintégre (graine crue),
celle-ci freine l'accessibilité aux microorganismesponsables de la biohydrogénation et
diminue la quantité d'huile libérée par la graikbdnalet al.,2003a,b]. La diminution de ces
deux parametres conduit a I'hydrogénation compléteAGPI au niveau du rumen réduisant
la production de CLA et d'acide vaccénique, ceagpour conséquence une diminution des
concentrations tissulaires (lait et viande). AirGilliard et al., (2003) ont montré que, pour
une méme quantité de lipides apportés, lI'apportAdessous forme d’huile ou de graines
traitées par extrusion / chaleur est plus effigager augmenter les teneurs en CLA dans le
lait de chevre que I'apport sous forme de graimggres ; ainsi I'apport d'huile de lin ou de
tournesol se traduit par des concentrations en €hAnoyenne 2,3 et 2,9 fois plus élevées
que lorsque les animaux recoivent la méme quadtiidile sous forme de graines entieres.
Des augmentations similaires des teneurs en CLA dearlait ont été observées lors de
l'utilisation de graines extrudées de soja [Dhinearal., 1999 ; Solomoret al., 2000], de
coton [Dhimanet al., 1999] ou avec l'utilisation de graines de sojatgd [Lawlesset al.,
1998].

. 4.1.2.4 Influence de la ration de base

Avec une ration composeée principalement d'un aitreencentré a base d'orge, Mtr
al., (2002) ont mis en évidence une augmentation de=ute en acide ruménique dans les
lipides intramusculaires de bovin suite a I'ajoltuile de soja (6%). A I'opposé, Beaulietu
al., (2002) n'ont trouvé aucune différence de concgBatreen CLA (isomere @s,11trans)
dans différents muscles (quartier avant, aloyaguetrtier arriere) de génisse suite a une
supplémentation d'une ration de base (mais gra¥, 8&pis de mais moulu 8%, et de
concentré 10%) avec 5% d'huile de soja. Un de®diastimpliqués dans la modulation de
l'efficacité de la supplémentation est le rapporrifage/concentré. En effet, Shinghfiet
al., (2005) ont montré que, pour une méme supplémentatn lipides (mélange huiles de
tournesol et poisson), une proportion élevée deamné dans la ration (65% de concentré,

35% de fourrage) tendait a diminuer la teneur etACR,2 vs 3,3 mg/g lipides) et en
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particulier d'acide ruménique (1v& 2,9 mg/g lipides) dans le lait de vache par rappane
ration dominée par le fourrage (65% fourrages / 86¥%centré). Cet effet peut s'expliquer, du
moins en partie, par une diminution du pH ruminaigu'a devenir franchement acide (pH <
6) avec des régimes riches en concentre, cettdfiezichn modulant les réactions de
biohydrogénation impliquées dans la production & €t d'acide vaccénique dans le rumen
[Martin & Jenkins, 2002 ; Troegeler-Meynadit al.,2003]. Il en résulte une diminution des
teneurs en acide vaccénique dans le lait et évé@mnent un changement du profil en AG,
avec notamment une augmentation des teneursteen&@18:1 [Griinari & Bauman, 1999].
Ces résultats sont en accord avec les observatmi&ckmart al. (2003) montrant qu'une
augmentation de la proportion de fourrage danatlarr (de 12 a 36% de la MS) conduisait a
une augmentation du flux duodénal de l'acide vdqoénsans toutefois modifier celui du
CLA. Le CLA présent dans le lait ou dans la vianggultant majoritairement d'une synthése
endogene [Griinariet al., 2000 ; Gillis et al., 2003], lI'augmentation des teneurs en acide
vaccénique disponible pour cette synthése conduitedaugmentation des concentrations en
CLA dans les tissus périphériques.

I. 4.1.3. Supplémentation des rations avec des maites grasses animales

Des stratégies nutritionnelles alternatives viseriugmenter la teneur en CLA dans
les produits de ruminants par lI'apport de matigrasses d'origine animale (huiles de poisson,
suif). L'addition d'une huile de poisson riche e n-3 longs (DHA, EPA) a une ration de
base conventionnelle est, pour une méme quantitipidies apportée, plus efficace pour
augmenter la teneur en CLA dans le lait que I'dpg@matieres grasses végétales [Donovan
et al., 2000 ; Chouinarcet al., 2001 ; Chilliardet al., 2004]. Ainsi, les proportions de CLA
dans le lait passent de 0,2 -0,6% des AG avec gimeétémoin a 1,5-2,7% des AG totaux
avec un régime supplémenté avec 200-300 g/j d'deileoisson [Chilliaret al.,2001a et b].

De méme, Chouinardt al. (2001) ont montré que l'apport de 200 ou 400 nd'Hpile de

poisson permettait de multiplier par 3 les proposi de CLA dans le lait. Toutefois, un tel
niveau d'apport a pour conséquence de réduire Ux fautyreux donc la teneur
complémentaire en AG totaux dans le lait et notanine@ CLA, diminution qui peut étre
minimisée par l'apport d'une autre source d'adidegtique ou linolénique [Whitloclet al.,

2002 ; Abu-Ghazalekt al.,2003]. Par contre, Enset al., (1999) ont montré qu'un régime
conventionnel supplémenté en huile de poisson penti20 j au retour des animaux du

paturage, augmentait la concentration en CLA dangdnde de 3,2 a 5,7 mg/g lipides, mais

43



Etude bibliographique

cette augmentation reste inférieure a celle obtevaee un supplément a base d'huile de lin
(+150%). Le mécanisme par lequel I'huile de poisswdule la teneur en CLA dans les
produits de ruminant est encore méconnu. En afést,huiles sont riches en AGPI a longue
chaine (20 et 22 atomes de carbone) qui ne sontigmprecurseurs directs de la synthese
ruminale des CLA ou de l'acide vaccénique. Il aprtgposé que les AGPI a longue chaine
sont capables d'inhiber la biohydrogénation corepli# I'acide linoléique dans le rumen
(notamment au stade de l'acide vaccéngiue) entalffesoit la croissance soit I'activité
enzymatique des bactéries responsables de I'hytatigé de 'acide vaccénique [Griinari &
Bauman, 1999].

Une autre source de matiére grasse animale testdle suif, mais son effet sur la
concentration en CLA dans le lait est minime [Chaud et al.,1998], méme avec un apport
élevé (4 a 5%) [Pantjorat al.,1996]. En effet, le suif est une source d'AGSrgil® chaine
qui ne sont pas impliqués dans la production de ©uAd'acide vaccénique au niveau du

rumen.

I. 4.1.4. Autres facteurs alimentaires

D'autres facteurs liés a l'alimentation, bien auoeins connus, ont également fait
l'objet de travaux. Il a été ainsi montré que lppdémentation des rations avec des sels de
cuivre pouvait affecter le métabolisme des lipiddgz le ruminant producteur de viande
[Engle & Spears, 2000] ou de lait [Engde al., 2001]. Toutefois, une supplémentation en
cuivre de 10 mg/kg de MS de la ration diminue gigaiivement la concentration de CLA et
d'acide vaccénique dans le lait (0)&7 0,24 % et 2,44s 1,92%, respectivement) [Engi
al., 2001] alors qu'elle n'affecte pas celle de la vegjfithgle& Spears, 2000].

Par alilleurs, il a été démontré que les composesephores, additifs alimentaires
souvent utilisés dans les rations pour bovin ettidim, pouvaient augmenter la concentration
en CLA dans les lipides du lait [Fellnet al.,1999], vraisemblablement en stabilisant le pH
ruminal a 6, valeur favorable a la production deAGdt d'acide vaccénique dans le rumen
[Martin & Jenkins, 2002 ; Trogeler-Meynadit al.,2003].

Enfin, limpact de supplémentations avec des iseméle CLA de synthese a été
également étudié chez le ruminant [Piper@taal., 2004]. Toutefois, pour que de telles
supplémentations soient efficaces, il est nécasspie la forme d'apport soit protégée des
hydrogénations ruminales. Ainsi, les AG peuverg @rotéges par la formation de savons de

calcium par liaison a des amides, par tannage aeipes associées au formaldéhyde ou par
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encapsulation dans une matrice stable aux fermemsatuminales. Dans une étude récente,
Perfield et al., (2004) ont montré que l'efficacité d'une supplémgon en CLA (isomere

10trans12cis) protégée des hydrogénations ruminales et appatéesous forme libre

(liaison amide) soit sous forme d'esters méthybg(encapsulation) était similaire quelque
soit la forme d'apport, l'incorporation de l'isoméfirans12cis dans les matieres grasses du
lait étant de 7,1 et 7,2%, respectivement. Touwsefobmpte tenu du codt associé a la
production de ces formes protégées, ce type ddé&upptation chez le ruminant reste pour

l'instant a I'état expérimental.

En conclusion, le tres grand nombre d’études rapiges dans ce chapitre montre
clairement qu’il est possible de moduler efficacemiées teneurs en CLA dans les produits
de ruminants en fonction des conditions d’alimenia des animaux. Toutefois, les
variations de teneurs en CLA sont plus ou moins maées en fonction des conditions

expérimentales suggérant l'intervention d’autresdi@urs probablement liés a I'animal.

I.4.2. Les facteurs liés a I'animal

Parmi l'ensemble des facteurs relatifs aux animaapables de moduler les
concentrations en CLA dans les tissus, les vanatioter-animales semblent étre les plus
importantes. Ces variations dépendent en grandes e deux facteurs : 1) le niveau de
production de CLA et d'acide vaccénique au niveauutnen et 2) l'intensité de la synthése
endogéne de CLA a partir de l'acide vaccénigad'activité de la stéaroyl-CoA désaturase.
La synthese endogéne étant responsable a elledeideprésence de plus de 86 % des CLA
dans la viande [Gilliet al.,2003] et de plus de 90% des CLA dans le lait f@niet al.,
2000 ; Piperovat al.,2002], l'activité de la stéaroyl-CoA désaturagalde étre le facteur le
plus explicatif des variations de teneurs en CL&eanimaux. Il a d'ailleurs été montré que
la variabilité de I'activité de cette enzyme althit simple au triple selon les individus [Lock
& Garnworthy, 2003 ; Kelsegt al.,2003]. Cependant, Fievet al., (2003) ont montré que
les variations de teneurs en CLA seraient plus nidgtes de la quantité disponible de I'acide
vaccénique que de l'activité de I'enzyme puisqglie-ceest rétro-régulée par les métabolites
formés et suit donc une cinétique de saturatioariiii et al.,1999 ; Choiet al.,2000]. Cette
voie de régulation expliquerait, du moins en pdeseteneurs plus élevées en CLA dans le lait

que dans la viande des ruminants. En effet, les Gymthétisés dans la glande mammaire
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sont pas la suite secrétés dans le lait évitarsi ame accumulation de CLA dans la glande
mammaire. Ainsi, la concentration en CLA dans lg¢ ¢&e vache nourrie au paturage et
recevant un apport lipidique riche en acide lirpl@ par rapport a des animaux non
supplémentés peut étre augmentée par rapport anteaux non supplémentés comme l'ont
montréChilliard & Ferlay (2004), alors que dansiEnde, une telle augmentation ne peut pas
étre observée puisque les CLA s’accumulent dansskass et peuvent avoir un effet de rétro-
inhibition augmentation de sur la SCD. La variaéilinter-animale des concentrations en
CLA dans le lait est plus élevée lorsque les ankmegagoivent une ration favorisant la
production d'acide vacceénique (incluant la condaite paturage [Kellyet al., 1998], la
supplémentation des rations des animaux avec dée’lou un régime riche en fourrages
[Jiang et al., 1996] que lorsque les animaux recoivent une ratlenbase classique non
supplémentée. Ces résultats suggerent que l'actdat la stéaroyl-CoA désaturase est
dépendante des conditions d'alimentation des amimas rations favorisant la production
d'acide vaccénique conduisant a une plus grandebil#é de teneur en CLA dans le lait
entre les animaux.

La race, le nombre de vélage et le stade de iactdes vaches sont également des
facteurs susceptibles d'influencer la concentratiorCLA dans le lait. Ainsi, Lawles al.,
(1999) en analysant les teneurs en CLA du laitrdis races de vaches laitieres (Holstein,
Montbéliardes et Normandes), ont montré que I'aongdi maximale de variations entre les
concentrations en CLA était de l'ordre de 16,7 ® 18g/g lipides. De méme, Whitt al.,
(2001) ont montré que, pour un régime a base dhaulde foin/concentré, la teneur en CLA
dans le lait de vache de race Holstein était i@ que dans celui de vache Jersey (0572
0,59 et 0,41vs 0,32% des AG totaux, respectivement). Des diffées ont été également
observées entre race Holstein et Brown Swiss [Ket$eal.,2003]. Cependant, étant donné
les différences de concentrations en CLA induites I@alimentation et les variations entre
individus, les auteurs de cette étude évaluerdda comme un facteur explicatif de moins de
0,1% de la variation totale des teneurs en CLA dessnatieres grasses du lait, le nombre de
vélage expliquant, moins de 0,3% cette variabjKélsey et al.,2003]. Ces etudes montrent
donc qu'il est difficile de dissocier les facteligs a I'animal des facteurs alimentaires.

Peu de données rapportent I'effet de I'animalasgoncentration en CLA du muscle.
Toutefois, il est connu que la teneur en CLA dassnhuscles peut étre modulée par le niveau
d'engraissement des animaux ainsi que par le tgpauscles [De Smett al.,2004 ; Raegt
al., 2004b]. L'état d'engraissement est dépendant decé de I'age et du sexe des animaux

[Enser 1991 ; Nurnberget al., 1998]. Ainsi, dans une étude comparant trois rates
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bouvillons variant par l'intensité de persillageldeviande : Waguy > Waguy x Limousin >
Limousin, Mir et al., (2002) ont montré que si la proportion de CLA damsmuscle
Longissimus thoraci¢LT) n'était pas différente entre les 3 races (&72,8vs 2,9 mg/g
lipides) les animaux les plus gras sont ceux qeés@ntent les teneurs en CLA (mg de
CLA/100 g de viande) les plus élevées [Miral.,2002]. Cependant, I'état d'engraissement
des animaux augmentant avec I'age [Weggteal., 1998], ceci provoque une élévation des
teneurs en AG saturés au dépend des teneurs engk@émc en CLA [De Smet al.,2004].

Enfin, la teneur en CLA est variable selon le tg@emuscle considéré [Raesal.,
2004a ; Bauchast al.,2005] puisque plus un muscle posséde une actleit§pe oxydative,
plus la proportion de triglycérides est importaaters que plus le muscle est a tendance
glycolytique, plus il sera riche en phospholipiffestscheet al.,2000, Bauchargt al.,2005].
Les CLA s'accumulant principalement dans la fractioglycérides, la proportion de CLA
dans les muscles a tendance oxydative est donc&lguées que dans les muscles a tendance
glycolytique. Ainsi, Raegt al.,(2004b) ont montré que les teneurs en CLA dansuscia
Longissimus thoracisont 1,4 a 1,6 fois plus élevées que celles dansdscleTriceps
brachii, ces variations étant similaires a celles obsarpéar la teneur en lipides totauxvd.
0,73 g lipides/100 g de muscle). De méme, danséaineée de Griswolet al., (2003), la
teneur en CLA dans du muscle de collier est pluseajue celle du paleron (0,24 0,39
mg/100 g de muscle, respectivement).

En conclusion, les facteurs relatifs a I'animal swlent intervenir de facon
importante dans la modulation des teneurs en CLAndales produits de ruminant.
Toutefois, aucune étude n'a été entreprise jusqueesent pour déterminer avec précision

'importance relative de chacun de ces facteurs.

l. 4.3. Les facteurs technologiques

L'effet des facteurs relatifs aux processus teldgimgues appliqués a la viande
(conditions de maturation, de stockage, de cuissonde transformation) ou dans la
production des fromages a partir de lait sur lzteren CLA dans les produits terminaux est
controversé [Khanal & Olson, 2004]. Toutefois, mélmsque les teneurs initiales en CLA
dans le lait et la viande servant de matiére premgont prises en considération, des

différences entre les teneurs initiales et lesuenénales en CLA des produits transformés

a7



Etude bibliographique

peuvent persister. Ainsi, il a été clairement mérgue certaines enzymes utilisées comme
ferments lactiquesL@ctobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, taacillus delbruckiy
dans la fabrication des yaourts ou des fromagescamables d'induire une isomérisation de
I'acide linoléique en CLA, et par la méme, d'augreera teneur en CLA dans les produits
transformés [Ogawat al., 2001 ; Lin 2000 ; Alonsoet al., 2003]. De méme, Liret al.,
(1999) ont montré une augmentation des teneursLéndd fonction de la durée d'affinage
des fromages, tandis que d'autres auteurs n'‘oatisune différences significatives [Dhiman
et al.,, 1999 ; Allred et al., 2004]. Aucun effet de la pasteurisation du lait de sa
transformation en creme ou en beurre n'a été répfidaeret al.,2001].

Concernant l'effet des traitements technologigleela viande de boeuf sur la teneur en
CLA, une étude de Hat al., (1987) rapporte que la cuisson (grillade) des degnpourrait
induire, par des phénoménes d'isomérisation dald'dmoléique, la formation d'isomeres
conjugués notamment d'isomeres de configuratibans,trans (9Stransllirans et
10trans12trang) et cis,trans (9cis,11trans et 1@ransl2cis). De méme, Meet al., (1999)
suggerent que le mode de cuisson pourrait influelecéeneur en CLA dans la viande, un
steak d'aloyau r6ti présentant des teneurs plug&seen CLA que le morceau témoin cru (2,8
vs 1,2 mg CLA/g lipides). Toutefois, étant donné dlenion des techniques de quantification
des CLA, ces données demandent a étre confirmges, dautant plus que des études plus
récentes ont montré que la température de cuigtboy 80°C), le mode de cuisson (friture,
réti, grillade, braisé) et la durée de cuisson @38 minutes) n'influencaient pas la teneur en
CLA dans la viande de boeuf [Shantbaal., 1994, Baucharet al., 2005 (résultats non
publiés)] et dans la viande d'agneau [Badéral. 2004].

Quoiqu'il en soit, les éventuelles variations indes par les traitements
technologiques de la viande ou du lait sont de nuhi@ importance par rapport aux
variations induites par l'alimentation et les faates physiologiques régulant la synthése de
CLA et d'acide vaccénique.
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PARTIE Il - LES PROPRIETES BIOLOGIQUES DES CLA

L'histoire des CLA commence dans les années 30dgilla été démontré la présence
de composés présentant une absorption a 230 nmlaanstiere grasse laitiere [Moore,
1939]. Ce n'est pourtant qu'en 1977 que Paroditdésomeére naturel majeur des CLA, le
Ocis,11trans18:2 nommé, dans les années 90 par Kraghat.,(1998) acide ruménique en
raison de son origine ruminale.

L'intérét pour les CLA a vraiment commencé au salegs années 80 lorsque Pagra
al., (1985) ont montré pour la premiére fois que dempmses extraits de viande de bovin
possédaient des propriétés anticancérogenes suumesirs chimio-induites chez I'animal,
composés identifies comme un mélange disoméress,1@%rans Stranslltrans
10trans12cis et 1@rans12ransdeux ans plus tard par teaal.,(1987).

Depuis, de nombreuses autres propriétés biologique été attribuées aux CLA
principalement vis-a-vis de pathologies séveresr ghhomme telles que les maladies
cardiovasculaires, l'obésité... [Belury, 2002]. Cafmert, la plupart des études ont été
conduites avec des mélanges de CLA synthétiquedarige équipondéral d'isoméres
10trans12cis et Xis,11trans) pouvant posséder des propriétés biologiques diffésedes

CLA présents dans les produits de ruminants.

Cette partie bibliographique présentera tout athhme synthése des connaissances
concernant l'impact des CLA sur le métabolisme Al@squi explique en grande partie leurs
propriétés bénéfiques vis-a-vis de diverses patfedode I'homme notamment les maladies
cardiovasculaires et I'obésité. Nous nous intéreasepar la suite aux différentes propriétés
biologiques attribuées aux CLA vis-a-vis des défées pathologies de I'hnomme. Toutefois,
l'accent sera plus particulierement mis sur lestefpréventifs et/ou curatifs potentiels des

CLA sur le cancer.
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Tableau 5 :Effets des CLA sur I'expression de génes impliglais métabolisme
hépatique des lipides

Génes Espéce Isomere utilisé Effet Etude Références

Synthése des AG

Acétyl-CoA carboxylase . mélange 1 L Takahashet al., 2003
souris in vivo
10rans,1Zis > Lin et al., 2004
AG synthase souris  mélange 1 in vivo Takahashet al., 2003
10rans,1Zis > Lin et al., 2004
FAS souris  mélange 1 invivo  Takahaslet al., 2003
ATP-citrate lyase souris  mélange 1 invivo  Takahashgt al., 2003
Enzyme malique souris  mélange 1 invivo  Takahaslet al., 2003
Stéaroyl-CoA desaturase souris trdfis,1Xxis > in vivo Lin et al., 2004
Oxydation des AG
Carnitine palmitoyl transférase | (foie) souris élamge 1 invivo  Takahastet al., 2003
10rans,1is 1 in vivo Degraceet al., 2003
Carnitine palmitoyl transférase | (muscle) sourilGrans,1Xis 1 in vivo Degraceet al., 2003
Carnitine palmitoyl transférase Il souris  mélange 1 invivo  Takahaslet al., 2003
Enzymen souris  mélange 1 invivo  Takahashet al., 2003
Enzyme souris  mélange 1 invivo  Takahaslet al., 2003
AcylCoA oxydase souris  mélange invivo  Takahashgt al., 2003
souris  1lfrans,1Zis ) invivo  Degraceet al., 2003
rat mélange in vitro Moya-Camarenat al., 1999
Enzyme bifonctionnelle peroxysomale souris  medang 1 invivo  Takahastet al., 2003
PPARa souris  1frans,1Xis | in vivo Warreret al., 2003
FABP rat mélange ' in vitro Moya-Camarenat al., 1999
souris  10trans,1is invivo  Warreret al., 2003
Cytochrome P450 souris  tté@ns,1Xxis 1 in vivo Warren et al., 2003
mélange <—> in vitro Moya-Camarenat al., 1999
Estérification des AG
DGAT souris  1@ans,1Xis 1 in vivo Degraceet al., 2004

(1 élévation,] réduction,«— pas de modification)
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[1.1 CLA et métabolisme des lipides

[1.1.1 Métabolisme des AG

11.1.1.1 Les principales voies métaboligues affe®gs

L’effet des CLA sur le métabolisme des lipidesmas particulierement étudié chez la
souris car de nombreuses études ont mis en évidenceveloppement d'une stéatose
hépatique chez cette espéce suite a une supplémeréa CLA [Belury & Kempa-Steczko,
1997 ; Tsuboyama-Kasaolt al.,2000 ; Clémenet al.,2002 ; Degracet al.,2003 ; Kelley
et al., 2004]. Les principales hypotheses évoquées popligerer cette stéatose sont une
augmentation de la synthése des AG et/ou une dimmde 'oxydation des AG au niveau
hépatique. En effet, de nombreuses études/o etin vitro ont rapporté une augmentation de
la synthése mais aussi de la capacité d’'oxydatenAlG au niveau hépatique en réponse a
une supplémentation avec un mélange de CLA (isasnéees,1lirans et 1GranslZzcis
majoritaires) chez la souris [Belury & Kempa-Stexzk997 ; Moyo-Camarenet al.,1999 ;
Peterset al., 2001 ; Sakomeet al., 1999, 2002]. Par la suite, Takahashial., (2003) ont
confirmé ces observations vivo par I'analyse des enzymes impliguées dans ces saie
deux souches de souris (ILR et C57BL/6J). Les jpaux effets des CLA sur les génes
impliqués dans ces voies métaboliques sont résdarésle Tableau 6 et la Figure 12.

En ce qui concerne la synthése des acides graahasikiet al., (2003) ont montré
une augmentation de 'ARNm et de l'activité deéfgleCoA carboxylase (ACC), de la fatty
acid synthase (FAS), de I'ATP-citrate lyase et@®zlyme malique dans le foie de souris apres
une supplémentation en CLA. De méme, Tsuboyamadkaszt al., (2003) ont rapporté une
augmentation de 'ARNm de 'ACC hépatigmevivo chez la souris sans modification de
I'expression du geéne de la FAS. A linverse, étnal., (2004) n‘ont montré aucun effet de
I'apport de CLA (8is,11trans ou 1Qrans1Zcis) sur I'abondance de 'ARNm de I'ACC, de la
FAS et de la stéaroyl-CoA désaturase hépatique ¢hegouris. L'effet probablement
stimulateur de l'isomere i&nsl2cis sur la synthese des AG pourrait donc expliquer, au
moins en partie, son implication dans le développdnde la stéatose hépatique chez la
souris.

Au niveau de l'oxydation des acides gras, Takahesshil., (2003) ont montré une

augmentation de la capacité d’oxydation hépatigee AG aussi bien mitochondriale que

50
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Figure 12: Représentation schématique de l'impact des ClAesmétabolisme hépatique des acides gras chsmutis par
la modulation de différentes activités enzymatiqU@apres les données bibliographiques présentéas tamanuscrit)
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peroxisomalevia une augmentation de l'activité de la carnitineni@lyl-transférase (CPT),
de l'acyl-CoA oxydase (ACO) peroxisomale, de lay@rbxy acyl-CoA déshydrogénase et de
la cétoacyl-CoA thiolase couplée a une augmentaliomiveau d'ARNm de la CPT et de
I'ACO. De plus, plusieurs autres étudessivo ont montré une augmentation de l'activité de
I'ACO [Belury & Kempa-Steczko, 1997 ; Moya-Camarenal.,1999a ; Warreet al.,2003]

et de la CPT suite a un apport en CLA, l'effet laspmportant étant exercé par l'isomére
10trans 12cis [Martin et al.,2000 ; Degracet al.,2004]. Toutefois, Degracst al., (2004) ont
montré que l'augmentation de l'activité de I'ac€lglA carboxylase avait pour conséquence
une synthése accrue de malonyl CoA qui est un itelib physiologique de la CPT1. En
conséguence, il semblerait que, méme si les ca@satiitochondriales d'oxydation des AG ne
sont pas réduites par l'apport dzdafis12cis, I'oxydation elle-méme est fortement diminuée
par la synthese de malonyl CoA, mécanisme pouvaptigeer une fois de plus le
développement de la stéatose hépatique chez ls sopplémentée en CLA.

En paralléle, certains auteurs ont mis en évidamme augmentation des teneurs
hépatiques en triglycérides, cholestérol, esterschelestérol et AG chez des souris
supplémentées avec un meélange de CLA [Kedlewl., 2004]. De plus, il a été récemment
montré chez la souris C57BL/6J une augmentation'eg@ression de la diacylglycerol
acyltransferase, enzyme-clé de la synthése deyctiiges, suite a un apport disomére
10trans 12cis [Degraceet al., 2004] indiquant une orientation préférentielle @&3 vers la
voie d'estérification dans cette espéce, alorsaiez le rat, une supplémentation en CLA
entraine une diminution de l'estérification des A&akanoet al., 1999 ; Rahmaret al.,
2001]. La voie d'estérification pourrait donc é&ressi impliquée dans le développement de la
stéatose hépatique chez la souris. Toutefois, déit@tion du métabolisme ne peut pas étre
extrapolé a d'autres animaux modeles.

En ce qui concerne la sécrétion hépatique deshpitla été montré aussi bignvivo
chez le rat [Sakonet al.,1999] quh vitro sur cellules humaines (HepG2) [Yotsumetal.,
1999] que le CLA induit une diminution de leur s&m@n sous forme de lipoprotéines. De
méme, Degracet al., (2003) ont souligné une baisse de la triglycérigéassociée a une
diminution de la lipoprotéinémie chez la souris BB/BJ traitée avec l'isomere ttns 12cis
de CLA. Toutefois, une étude de I'évolution temferge la concentration en apolipoprotéine
B (apoB) dans le sérum, sous l'effet de l'inhilbitggnérale des lipoprotéines lipases, montre
gue la sécrétion hépatique des lipides chez detsdoaitées avec l'isomeére tins12cis est
presque 2 fois plus élevée gu'en absence de suppiation en CLA [Degracet al., 2004].

La diminution de la triglycéridémie observée pagkeeet al., (2003) apres traitement avec
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I'isomere 1@ans12Zcis serait donc plutdt la conséquence d'une augmentdd l'activité des
récepteurs hépatiques aux LDL [Degratal.,2004].

Enfin, lI'isomére 1flans1Zcis a aussi été associé a une augmentation des tezreurs
acide oléique (18:1 n-9) et une diminution des tes@n acide linoléique (18:2 n-6) dans le
foie de souris [Kelleyet al., 2004] ainsi qu’a une altération du profil en AGeeHe rat et le
porc [Banniet al.,2001 ; Sébédiet al.,2001 ; Ostrowskat al.,2003]. D'autres expériences
conduitesin vivo chez le rat [Sébédiet al., 2001], la souris [Leet al., 1998] et le porc
[Gatlin et al., 2002] etin vitro sur des cellules HepG2 [Edet al., 2002] ont montré une
augmentation hépatique du rapport AGS/AGMI apres supplémentation avec l'isomere
10trans 12cis, probablement liée a une réduction de l'activiéélal stéaroyl-CoA désaturase

comme discuté par la suite.

Outre les effets majeurs des CLA sur le métabaisies AG au niveau du foie, des
études ont montré des changements du métabolisméA@eau niveau d'autres tissus et
organes tels que le tissu adipeux et l'intestirezCthes rats Wistar, l'isomeéretddhs 12cis
augmente l'activité de la CPT 1 dans le tissu aciggpididymal, bien que cette souche de rat
soit peu sensible aux CLA [Martiet al., 2000]. Ce méme isomere augmente a la fois
I'estérification et I'oxydation de l'acide oléigdans les préadipocytes 3T3-L1 [Evaetsal.,
2002] alors que, dans des cultures d'adipocytesaman il diminue la synthése de
triglycérides [Brownet al.,2001], suggérant une compétition entre CLA etedikique lors
de son incorporation dans les triglycérides eplesspholipides [Browrt al.,2001]. Dans le
modeéle d'entérocytes humains Caco-2, une supplé@mantavec lisomére t@nslZcis
augmente la biosynthése des triglycérides maifentafpas leur sécrétion, alors que l'isomeére

9cis,11ltransn'a aucun effet sur le métabolisme des triglye&ridlacket al.,2002].

11.1.1.2 Les possibles mécanismes d'action impligaé

Trois grands types de mécanismes ont été progmmésexpliquer I'action des CLA
sur le métabolisme des AG : I'activation des réeerst aux proliférateurs de peroxysomes
(PPAR), l'inhibition de la stéaroyl-CoA désaturatda modulation du métabolisme cellulaire
du cholestérol.

Les PPARa étant bien connus pour réguler I'expression degnees associees afla
oxydation des AG dans le foie [Petetsal.,2001 ; Kersteret al.,1999], les effets des CLA

pourraient étre médiés par ce facteur de transmmipEn effet, les 2 isomeres de CLA
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Ocis,11trans et 1Q@ransl12cis sont des ligands des PPARet PPARB/5 [Clémentet al.,
2002 ; Moya-Camarenat al., 1999a]. Ces deux isomeres augmentent I'expres$ion
cytochrome P450A1, de I'ACO et de la fatty aciddimg protein (FABP) hépatique vivo
chez la souris [Warrept al., 2003] etin vitro chez le rat [Moya-Camareret al., 1999a],
I'expression de chacune de ces enzymes étant eégatéle PPARx. Toutefois, une étude
conduite par Peteet al.,(2001) chez des souris déprimées en PiPARhontré que les génes
codant pour les protéines impliquées dans le tahgp I'oxydation des AG dans le foie sont
toujours affectées par le CLA, suggérant une mamandépendante de la voie des PRAR
qui pourrait résulter d'une interaction entre CLUAP®ARB/y [Peterset al., 2001]. De plus,
Warrenet al., (2003) ont montré chez des souris une diminutiofied@ression du PPAR
suite a I'apport d'isomere tt@ns 12cis malgré une augmentation de I'ARNm de I'ACO, alors
que l'isomeére @s,11trans entraine une augmentation de I'expression du BPBRBNc, bien
gue les PPAR soient une cible importante des CL#emblerait que certains effets des CLA
s'expliquent par d'autres mécanismes.

Ainsi, une autre voie d’action des CLA pourraiteé@tine inhibition de la stéaroyl-CoA
désaturase (SCD a\P désaturase), enzyme responsable de l'introdudtiore double liaison
cis en position 9 des acyl-CoA, principalement le si¢laCoA et le palmitoyl-CoA. En effet,
les deux isomeres de CLA{{8,11trans et 1@rans12cis) inhibent 'activité SCD et réduisent
le niveau de protéine dans des lignées de cancseidu[Choiet al., 2002], alors que seul
l'isomere 1@anslZ2cis réduit I'activité SCD dans les cellules HepG2 [Cabal., 2001] et
dans des microsomes de foie de rat [Brétibbml.,1999]. L'isomére liBans12cis provoque
une diminution dose dépendante de I'expressiotABNM de la SCD dans les préadipocytes
de la lignée 3T3-L1 [Chokt al., 2000], entrainant la production d'adipocytes asles
gouttelettes lipidiques de plus petite taille. 8ta suggéré que la double liaison sur le carbone
12 des CLA est importante dans l'inhibition de @D5[Parket al., 2000]. D’autre part, les
isoméres de CLA peuvent aussi inhiber des désawm@astres que la SCD puisque lisomére
10trans 12cis diminue l'activité de la\5 et de laA6 désaturases dans les cellules Hep G2
[Ederet al.,2002]. De plus, dans des microsomes de foie ddesadeux isoméres de CLA
(9cis, 1ltrans et 1@rans 12cis) inhibent I'activitéA6 désaturase [Bretilloet al.,1999].

Enfin, les CLA pourraient affecter le métabolisneldaire du cholestérol. En effet, les
CLA diminuent l'activité de la stérol-O-acyltransdée intestinale chez le hamster [Thormgs
al., 2000]. D'autre part, I'expression hépatique d8R&BP-1c et du réceptearest inhibée

par l'isomere 8is,11trans de CLA chez des souris ob/ob [Rockeal., 2002], alors que
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l'isomere 1€@anslZis n'a pas d'effet sur ces 2 transcrits. Ces obsengafpourraient

expliquer I'effet spécifique de l'isomérei®lltranssur le métabolisme hépatique des lipides.

En conclusion, Iisomere 10trans,12cis apparait agile facon tres négative sur le
meétabolisme hépatigue des AG pouvant entrainer lévaloppement d'une stéatose.
Toutefois, I'ensemble de ces études a été mené dhesouris ne permettant pas
d’extrapoler ces effets a d'autres animaux modedtsa I'homme.

ll. 1.2. Métabolisme de I'acide arachidonique

Outre les effets des CLA sur la métabolisme dese@énéral, ceux-ci ont un effet
spécifiqgue sur le métabolisme de I'acide arachigiomiqui est impliqué dans les processus
inflammatoires [Belury & Van den Heuvel, 1997] eti¢ un réle crucial dans la transduction
de signaux inter et intra-cellulaires et dans letidde du cycle cellulaire, de la différenciation
cellulaire et de l'apoptose [Belury & Van den HduviEd97 ; Fischer 1997]. L'acide
arachidonique, libéré des phospholipides par lspholipase A2, est métabolisé selon trois
voies majeures (Figure 13) : i) la voie des cyclagnases qui conduit a la libération de
prostaglandines et thromboxanes, cette voie imaligdeux enzymes clés, la cyclooxygénase
1 (COX-1 ou PGH synthétase) qui est une enzymetitwinge permettant I'oxygénation de
l'acide arachidonique et la COX-2, enzyme induetifduant un réle primordial dans la
production de prostanoides [Williaras al., 1999], ii) la voie des lipoxygénases responsable
de la production de dérivés hydroperoxy- et hydrexypsatétraénoiques qui sont par la suite
convertis en leucotrienes, lipoxines et hépoxilimes(iii) la voie des cytochromes P450
catalysant la biotransformation de l'acide araadhigiee en dérivés oxygénés [Smith &
Fitzpatrick, 1996 ; Fischg997].

La majorité des études concernant les effets des stir le métabolisme de l'acide
arachidonique s'est intéressée a la productionpdestaglandines et, en particulier, a la
production de PGE Ainsi, Liu & Belury (1998) ont montré que la prodion de PGE était
réduite dans les kératinocytes murins (HEL-30)esaitun traitement avec du CLA, cette
réduction pouvant s'expliquer par une inhibitionl@e€COX-1 [Bulgarellaet al., 2001] et/ou
de la COX-2 [Yuet al., 2002] (Figure 14). D'autre part, la voie des lipggnases semble
également modulable par les CLA, puisqu'il a ététmdoque l'apport de CLA pendant 3
semaines réduisait de fagcon dose dépendante lagiraa de leucotrienes B4 dans la rate et
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des leucotrienes C4 dans le poumon chez le rabjfieg al.,1998] (Figure 14). De plus, en
utilisant un inhibiteur spécifique des lipoxygérmsdacide nordihydroguairétique),
Cunnighamet al., (1997) ont mis en évidence une action synergiquesde CLA et cet
inhibiteur pour réduire la prolifération des ceflsitumorales humaines mammaires.

Par contre, chez I'homme, les CLA pourraient augaerela biosynthese des
eicosanoidewia leur influence sur la peroxydation lipidique [O&alet al., 1999]. Ainsi,
Basu et al., (2000a) ont montré, chez des hommes sains rec@enttant trois mois un
mélange de CLA, que les niveaux urinaires de 8i6d-2 et 15-keto-dihydro-PGF2
(indicateurs de la peroxydation lipidique) sontrmegtés dans le groupe traité avec du CLA.
Ces résultats montrent que le CLA est capable dianter I'oxydation de I'acide
arachidonique catalysée par la COX chez 'hommigurgaht une stimulation de la synthése de
prostaglandines. Par contre, les CLA ne modifierst le niveau de 2,3-dinor-thromboxane B2
urinaire chez 'Homme obése (Basual.,2000b) indiquant une absence d’effet des CLA sur

la synthése des thromboxanes.
En conclusion, en inhibant la production de progindines et de leucotriénes, les

CLA pourraient exercer leurs effets protecteurs &svis du développement des cancers

mais aussi moduler la réponse immunitaire.

[1. 2 CLA et cancer

La cancérogenése est un processus multifactaniebe) divise schématiquement en
trois grandes étapes (Figure 15). La premiere ésapappelée phase d'initiation et correspond
au premier phénomeéne de transformation cancér€ese phase, rapide et irréversible, est le
résultat de I'exposition des cellules a un agertimagéne [Ame®t al.,1995] produisant des
modifications au niveau de I'ADN des cellules cib{Eigure 15). Les Iésions non réparées de
I'ADN causées au cours de la phase d'initiaticdlowthant les promoteurs ou suppresseurs de
tumeurs, sont les premiéeres étapes dans le pracdsscancérogenese. Cependant, pour que
la modification soit héréditaire, il est nécessajue I'ADN |ésé soit répliqué et donc que les
cellules modifiées subissent au moins un cycle rdéf@ration. La deuxieme étape, appelée
phase de promotion est longue et réversible. HEtedgit, par un mécanisme épigénique, a
I'accroissement du nombre de divisions cellulagn@gmentant ainsi le risque de mutations et

leur transmission aux cellules filles si celles2chappent a tout contrdle, et en particulier a
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I'apoptose (mort cellulaire programmeée) (Figure TEns cette étape, les cellules initiees ne
sont pas des cellules tumorales mais, sous l'ac®rpromoteur, elles peuvent donner
naissance a des tumeurs. La troisieme phase déseptie progression est un processus
irréversible. C'est au cours de cette étape gtariaur peut acquérir son caractere malin suite
a des modifications successives contribuant art@mgation du caractere invasif des cellules
et conduisant aing la formation de métastases [Aznavoorian, 1998]nBDmbreuses études
portent sur la recherche de molécules capableseanir aux différentes étapes de la
cancérogenese. Parmi ces molécules, une atteotiba particuliére est portée aux isomeres
de CLA depuis que leurs propriétés anticancérogenesté rapportées [Pariza, 1985].

La premiere partie de ce chapitre rapportera tesipaux résultats concernant les
études menées chez I'animal et chez 'homme,detugieme partie abordera, par le biais des

études réaliséas vitro, les mécanismes d'action supposés des CLA.

Il. 2.1 Les effets des CLA sur la cancérogenese ahanimal modele

De nombreuses recherches utilisent différents teedanimaux afin d’étudier les
effets des isomeres de CLA aux différentes étapda dancérogenese (Tableau 6). Ainsi, il a
été rapporté que les CLA inhibaient la phase @iniin de la cancérogenése de I'estomac [Ha
et al.,1990], du colon [Liewet al.,1995], de la peau [Belumst al.,1996] et du sein [let al.,
1991, 1995]. De facon générale, le modele de cage@éese mammaire est le plus étudié en
particulier par le groupe de Ip qui a fortement tdbné a l'apport de connaissances
concernant les effets anticancérogenes des CLAue$ possibles mécanismes d'action. Ces
auteurs ont ainsi montré que l'apport de CLA, adieses proches de celles naturellement
présentes dans l'alimentation humaine (0,1% deatian), était anticancérogéne chez des
rattes [Ipet al.,1994]. De plus, I'apport de 1% de CLA dans leoratie ratte des le sevrage et
pendant toute la puberté (21 a%Jour de vie) inhibe la cancérogenése mammaireitiedu
chimiquement au 58°jour de vie des animaux. Toutefois, si la suppléation en CLA
n'est réalisée qu’apres induction du cancer, l&ésygenése mammaire n'est prévenue que Si
I'apport en CLA est continu et débute des l'inductilu cancer [Igt al.,1995] et ce, quelque
soit la forme d'apport (AG libres ou triglycéride®s CLA [Ipet al.,1995], et la nature et la
quantité de matieres grasses présentes dans teer@igiet al., 1996]. Cet effet préventif des
CLA sur la cancérogenese pourrait s'expliquer pae action directe des CLA sur la

morphogenése de la glande mammaire. En effet, Teomgt al., (1997) ont montré que
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Tableau 6: Effets des CLA sur la cancérogénése induite chemial

Isomere utilisé Apports en CLA  durée d'apport Espece Ype de cancer Effet Références
CLA viande 10 - 20 mg application locale souris ICR ape | incidence tumorale Het al., 1987
mélange CLA de synthése ? 30j souris ICR estomac < [FEli GTFIe Haet al., 1990

| incidence tumorale
rat | nombre et poids des tumeurs
mélange CLA de synthéese  05- 1,5% 1- 6 mois Sprague Dawley sein | incidence tumorale finale Ipetal., 1991
| lipoperoxydation
A 5 rat . | développement tumoral
mélange CLA de synthése 0,05 - 0,5% 36 sem. sein Ipetal., 1994
Sprague Dawley changement morphogénése
mélange CLA de synthese rat 21 - 42 incidence tumorale
liore ou TG 1% >56] Sprague Dawley sein au-dela du 56 | : apport continue pou!P etal., 1995
| incidence tumorale
mélange CLA de synthése ? 4 sem. rats F344 colon Ucidepceltimotak Liew et al., 1995
| formation adduits avec 'ADN
< poids corporel
mélange CLA de synthése 0-15% 4 sem. souris peau | incidence tumorale (1,5%) Beluryet al., 1996
| promotion tumorale (1 -1,5%)
rat | incidence tumorale
mélange CLA de synthése 1% 20 sem. sein | nombre de carcinomes Ipetal., 1997
Sprague Dawley X . o
incorporation dans les lipides neutres
mélange CLA de synthése 1% 50j L sein > G (STEES (S0 RENTELS Thompsoret al., 1997
Sprague Dawley | ramification épithéliale
mélange CLA de synthése 01-1% 57 rats F344 sein | formation adduits Josyuket al., 1998
| formation adduits
mélange CLA de synthése 4% 1-8j rats F344 sein, colon  selon le mode d'induction et Josyula & Schut, 1998
le type de cancer induit
CLA de synthese 1% 14 sem. souris prostate | taile des tumeurs implantées Cesanet al., 1998
SCID | du développement métastasique
CLA du beurre 0,8% | dévéloppement épithélium
CLA de synthése (TG) 0,8% 60 j. rats sein supprime la prolifération cellules Ipetal., 1999
| promotion tumorale
mélange 9c,11t + 10t,12¢ 1% AGETD. rat I | expression des cyclines D et Al dpal., 2001
Sprague Dawley dans I'épithélium mammaire
9cis,11trans 0,1 - 0,25% souris | volume tumeur Hubbardet al., 2000
10trans,12cis 0,1-0,25% ? BALB/CANN sein | latence et métastase Hubbardet al., 2003
mélange 9c,11t + 10t,12c 0,125% mélange + actif
mélange 9c,11t + 10t,12c 1% 20 sem. rat sein Upasseliinorae Lavilonniére et al, 2003

« incidence et latence des tumeurs
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I'apport de CLA chez des rattes prépuberes avatiction de la cancérogenése mammaire
réduisait la densité de I'épithélium ducto-alvéelaet I'activité proliférante des bourgeons
terminaux de la glande mammaire. De plus, les isesnde CLA, contrairement & l'acide
linoléique, inhibent la croissance des cellulesthétiales de la glande mammaire en
augmentant leur sensibilité a l'apoptose @p al., 2000] via une condensation et une
fragmentation de 'ADN. D’autre part, une étudeerde a montré que l'apport d'un mélange
d'isomeres de CLA supprime I'extrémité terminals beurgeons et le faisceau alvéolaire de
I'épithélium de la glande mammaire en bloquantyldeccellulaire en phase GO/Gda une
inhibition de l'expression des cyclines D et Al @vpour conséquence, d'augmenter le
nombre de cellules quiescenteségiml.,2001].

Outre les effets sur la phase d'initiation, lesACinterviennent également dans les
processus de promotion ou de progression de laéoagenese (action curative). Ainsi,
Belury et al., (1996) ont montré que, chez la souris ayant uceratie la peau chimiquement
induit, un régime témoin durant la phase d'inidiatsuivi du méme régime supplémenté avec
une préparation commerciale de CLA (0,5 a 1,5%adeation) pendant toute la phase de
promotion (de la semaine 8 a la semaine 24), réthétdence tumorale de 30% par rapport
aux souris n'ayant pas été supplémentées. Cesrasteggerent que les isoméres de CLA
inhiberaient la promotion tumorale par des mécaessdistincts de la phase d'initiation.

Certaines études ont montré que le CLA seraiti aagsmble d'intervenir au niveau de
la phase terminale (formation de métastase) darlaérogenése. Ainsi, Cesagtoal., (1998)
ont étudié les effets d'une supplémentation en GuAla croissance locale et les propriétés
métastasiques d'un carcinome prostatigue humairl@s) implanté chez des souris SCID.
Ces auteurs ont montré que l'apport de CLA (1% aeation pendant deux semaines)
diminuait la taille des tumeurs et la formationndétastases pulmonaires. De plus, Hubleard
al., (2000) ont montré une relation inverse entre, d'part, la latence, la formation et le
volume de métastase pulmonaire et, d’autre paguémtité de CLA ingérée par l'animal suite

a l'implantation de tumeurs murines mammaires deszsouris.

L'ensemble de ces études meneées sur des animauxlesd permis de mettre en
evidence un effet positif des CLA aux différentsaagdés d'évolution du cancer (initiation,
promotion, progression et méme dissémination), éaht ainsi au CLA des propriétés a la
fois préventives et curatives vis-a-vis de cettthpkgie.
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ll. 2.2 Les effets des CLA sur la cancérogenése aheHomme

Les données épidémiologiques concernant les gtégrianticancérogenes des CLA
actuellement disponibles sont quasi-inexistantasgoie seule une étude cas/témoin [Ato
al., 2000] et une étude de cohorte [Voorips al., 2002] basées sur des données de
consommation alimentaire ont été publiées. La premétude menée en Finlande sur des
femmes preé- et post-ménopausées entre 1992 et(199%as, 208 témoins) montre que chez
les femmes post-ménopausées atteintes d'un cancim I'apport alimentaire en CLA est
significativement plus faible que dans le groupadin [Aro et al.,2000], suggérant que des
régimes riches en CLA pourraient protéger les fempust-ménopauseées vis-a-vis du cancer
du sein. Or, ces résultats sont en contradictiet aeux de la deuxieme étude (étude de
cohorte portant sur 941 femmes atteintes d'un cahcesein et suivies pendant plus de six
ans) qui montre que l'apport de CLA par l'alimantatest, faiblement, mais positivement
associé a une augmentation du risque de cancésmar@nmaire [Vooripst al.,2002].

D'autre part, les études portant sur les biomamgusont tout aussi discordantes.
Ainsi, I'étude de Areet al.,(2000), en se basant sur la teneur plasmatiq@&_én montre un
risque de cancer significativement diminué de 80Rtzdes femmes post-ménopausées ayant
les teneurs plasmatiques en CLA les plus élevérs]ig qu'une autre étude cas/témoin
utilisant comme marqueur la teneur en CLA dandsieutadipeux mammaire suggere une
tendance a l'augmentation de survenue d'un caneennmaire avec l'augmentation des
teneurs en CLA [Chajest al., 2002]. Concernant les cancers de la prostate dtadtus
gastro-intestinal (colon et rectum), aucune dorémdémiologique n'a, a notre connaissance,

étée rapportée.

Une des raisons de l'absence d'effet probant duACthez 'Homme pourrait étre
attribuable aux faibles teneurs en CLA présentesndason alimentation. En effet, dans les
études menées chez I'animal, I'apport optimal deACest de 1% de la ration et les teneurs
en CLA dans le tissu adipeux mammaire d'environ 6 [avillonniere et al., 2003]. Or,
chez I'hnomme, la teneur moyenne en CLA dans le uigglipeux est 10 fois plus faible
(0,4%) [Chajes et al., 2003]. En conséguence, lessultats épidémiologiques sont

actuellementinsuffisants pour conclure sur I'effet des CLA sua cancérogenése.
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ll. 2.3 Les mécanismes d'action supposés

Les effets antiprolifératifs des CLA obseniésvivo ont été confirmésn vitro dans
différents types de lignées tumorales incluant ldggsees tumorales humaines telles que le
sein [Schultz, 1992; Des Bordes & Lea, 1995 ; Conghamet al., 1997 ; Durgam &
Fernandes, 1997 ; O'Shetqal.1998 ; Majumdeet al.,2002], le colon et le rectum [Schultz
et al., 1992 ; Palombet al.,2002 ; Cheet al.,2003], le foie [Igarashi & Miyazawa, 2001]
mais aussi animales telles que le foie [Des Bo&lésa, 1995 ; Yamasalat al.,2001] et le
sein [Ipet al.,1999, 2000].

L'ensemble des mécanismes d'action par lesquelsdeneres de CLA exerceraient
leurs effets anticancérigénes au cours des diffésegtapes de la cancérogenése est résumé
dans la Figure 16.

1. 2.3.1 CLA et initiateurs tumoraux

Les initiateurs tumoraux (endogenes et exogermeg)des agents pouvant directement
endommager I'ADN ou, en se liant a 'ADN de facomatente, produire des adduits a 'ADN
et ainsi induire des altérations génétiques. liéandontré que les CLA, au cours de la phase
d'initiation de la cancérogenese, pourraient agir empéchant la formation d'adduit
carcinogene/ADN [Belury, 2002]. En effet, suite aeuinjection en bolus d'initiateurs
cancérigenes chimiques tels que le 2-amino-métigdino-[4,5]-quinoline (IQ) responsable
de tumeur dans différents organes (foie, gros tintepoumons, reins) ou le 2-amino-1-
méthyl-6-phénylimidazo[4,5] pyridine (PhIP) induida des tumeurs mammaires,
I'administration de CLA soit par gavage [Eual.,1992] soit par supplémentation de la ration
[Josyulaet al.,1998a ,b] réduit significativement (20 a 95%) danfiation d'adduits 1Q-ADN
ou PhIP-ADN chez des souris CFD1 ou des rats F&épectivement.

1. 2.3.2 CLA et processus oxydatif

Les étudesin vivo ont montré que les CLA pouvaient également agir Isu
cancérogenese au cours des phases de promotior gtrogression. De nombreuses
hypothéses ont été avancées pour expliquer lesri@tép antiprolifératives des CLA, la
premiére étant une action anti-oxydante qui pratgéa membrane cellulaire des attaques
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radicalaires. En effet, il a été montré que les @Eté&ient au moins aussi actifs pour inhiber la
formation de peroxydes que-focophérol et le butylhydroxytoluéne (BHT) [l¢aal., 1990].
De plus, les CLA sont également capables d'empéatermation de substances réactives a
I'acide thiobarbiturique (TBARS), ces composeés tesanivent utilisés comme marqueurs de
la peroxydation [lget al.,1991]. Ainsi, une relation entre I'apport de CLAndda ration, les
processus oxydatifs et la cancérogenése mammaike &ablie, la réduction de la formation
de TBARS dans le tissu mammaire non initiéivo suite a l'apport de CLA étant associée a
une inhibition de la cancérogenése ¢lpal., 1991]. Par ailleurs, une étude récente a montré
gu'un mélange équimolaire de ces deux isomeresgaigglus rapidement les radicaux libres
que les isoméres individuels, suggérant un effaegyique des isoméres dans l'exercice de
leurs propriétés anti-oxydantes [¥ al., 1998]. Toutefois, outre leur réle anti-oxydant le
CLA peuvent eux-mémes subir les processus de peatioy, du fait de leur structure
chimique [Belury 1995 ; Moya Camareret al.,1999], et notamment en raison de la présence
d'un systéme conjugué dans leur structure quidenfere une grande instabilité vis-a-vis des
agents oxydants [Hopkinst al., 1976]. Dans ce cas, les produits de lipoperoxgdadinsi
formés auraient un rble anticarcinogéne au courka gédhase de promotion de la tumeur en
endommageant 'ADN et donc la prolifération celdgdSchonberget al. 1995 ; O'Sheat
al., 1999].

Les propriétés antiprolifératives des CLA poum&idonc s'expliquer d'une part, par
leur capacité a retarder les attaques radicaldirgges contre les membranes cellulaires tant
que leur intégrité est maintenue, et d'autre get,une action pro-oxydante sur les lésions

pré-cancéreuses une fois qu'ils ont été eux-métteesuas par les radicaux libres.

1. 2.3.3 CLA et eicosanoides

Un autre mécanisme d'action proposé repose staitleque les CLA pourraient
intervenir au niveau du cycle de l'acide arachiqoei En effet, il est connu qu’'une
augmentation de la production d'éicosanoides pouweragendrer une dérégulation de la
cellule favorisant le déclenchement des procesapiqués dans la cancérogenése [Goettz|
al., 1995]. Belury et Kempa-Steczko (1997) ont monté tapport de CLA chez la souris
induisait un changement de composition en AG dassriembranes cellulaires en rentrant en
compétition avec l'acide linoléique pour son incogtion dans les lipides neutres et polaires,
ce qui provoquerait une diminution de la productikecide arachidonique et, par conséquent,

d'éicosanoides dans les tissus ptwal.,2002]. De méme, Milleet al.,(2001) ont montré que
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les CLA réduisaient la prolifération de cellulesmtarales humaines de colon (SW48@ une
diminution de la production de prostaglandinesrsatpue I'acide linoléique (stimulateur de la
prolifération cellulaire) est associé a une augatér de la conversion de l'acide
arachidonique en PGECes résultats sont en accord avec d'autres étndegant que les
CLA diminuent les teneurs d'acide arachidoniquesddifférents tissus de rat (foie, muscle,
cceur, rate) [Yiet al., 1998 ; Li & Watkins, 1998], et dans des cellules)twales humaines
issues de prostate [Gallanger al., 1999], de sein et de colon [Millet al., 2001]. Par
ailleurs, Banniet al., (1999) ont montré que I'apport de CLA induisaie @ugmentation des
teneurs en acide rétinoique dans le foie, suggéraati'activité des CLA sur la synthese
d'eicosanoides pourrait étre médiée par cet aaileest capable d'inhiber la synthése de
leucotrienes a partir de l'acide arachidonique.tdfois, certains auteurs suggérent que la
diminution de la production d'eicosanoides s'exgiqit, non pas par une compétition entre
CLA et acide linoléique, mais par action directes d&L A sur le métabolisme de l'acide
arachidonique comme mentionné précédemment darigfsdtre Il. 1.2. En effet, les teneurs
en CLA sont dix fois plus élevées dans les lipidestres que dans les phospholipides d’'une
part, et aucune modification de la distribution degles linoléique et arachidonique n'a été
mise en évidence d’autre part dans les tissus maesrsuite a un apport de CLA chez le rat
[Ip & Scimeca, 1997].

1. 2.3.4 CLA, cytokines et polyamines

Par ailleurs, d'autres médiateurs incluant lesokiges et les polyamines sont
impliqués dans le phénomene de cancérogenese., AnJiNFo (ou facteur de nécrose
tumoral alpha) qui est un médiateur de l'immunitéde l'inflammation produit par les
macrophages et autres cellules immunitaires apgas $timulation, intervient dans de
nombreuses maladies chroniques tels que les cateaachexie et I'athérosclérose [Beutler
et al.,1992 ; Parizat al.,1999]. Le CLA réduit la production de ThFEans les macrophages
murins (cellules RAW) apres leur stimulation aveadiotoxine [Yuet al.,2002]. De plus, les
souris recevant 0,5% de CLA pendant 32 jours sulti@jection de TNk montrent une perte
de poids moins importante que les souris non suoppiéees, suggérant que les CLA
pourraient protéger partiellement de la cachexengy & Cook, 2003]. Certains cancers, et en
particulier ceux du tractus digestif, étant souvasgociés a un syndrome de cachexie, la
diminution de ce syndrome par les CLA pourrait aboer, du moins en partie, a expliquer

leurs propriétés anticancéereuderutres médiateurs tels que les polyamines santadteurs
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essentiels intervenant dans la prolifération afifeerentiation des cellules normales et sont
surexprimés dans différents types de cellules cansés. L'ornithine décarboxylase (ODC)
est une enzyme qui catalyse I'étape limitante deidaynthése des polyamines et est donc
étroitement impliquée dans les mécanismes de @ratibn cellulaire. Liu & Belury (1998)
ont mis en évidence que l'activité de cette enzglares les kératinocytes HEL-30 traités avec
des CLA est plus faible que dans ceux traités aeetacide linoléique, suggérant que les
CLA pourraient diminuer la promotion de tumeur depkauwvia l'inhibition de l'activité de
I'ODC.

Il. 2.3.5 CLA et protéine kinase C

Un autre mécanisme pouvant expliquer les proiétéicancérigenes des CLA est
leur action sur la protéine kinase C (PKC) qui,sprée sous plusieurs isoformes, est
impliquée dans la régulation de la prolifératiordetla différentiation cellulaire. La PKC est
activée par le diacylglycérol qui résulte de I'rofglse du phosphoinositol [Belur§995]. Une
fois active, elle initie une série d'événementsliguant la régulation de nombreux facteurs
de croissance et hormones [Waateal., 1997, Saiteet al.,1998]. Il a été montré que le CLA
inhibait I'action de la phospholipase C dans Idisiles 3T3 de souris [Bonordest al.,1991],
ce qui réduirait I'nydrolyse du phosphoinositoldehc I'activation de la PKC et de nombreux
facteurs de transcription. Par ailleurs, il a é@élément montré que les CLA modifiaient les
teneurs des différentes isoformes de PKC dans tabrane des cellules humaines de prostate
(LnCaP) [Songet al., 2004], la teneur en isoformes PKCe et & augmentant alors que la
teneur en PKG-diminuerait. Une altération du profil en isoformKC pouvant avoir pour
conséquence une inhibition de la prolifération walle, cette voie d'action pourrait
contribuer aux effets antiprolifératifs des CLA.ulefois, Masso-Welclet al., (2001) n'ont
montré aucun effet des CLA sur le profil en isofesmde PKC dans des cellules tumorales
humaines mammaires. Bien que les résultats opmrges ces études puissent s'expliquer par
des différences de modeles d'étude et de technidpiedetection des isoformes, il semble
difficile de statuer sur l'implication de ce méaane d'action dans l'activité anti-proliférative
des CLA.
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1. 2.3.6 CLA et facteurs de transcription

La prolifération cellulaire implique d'autres faots de transcription dont le facteur de
nécrosekB (NFxB) impliqué dans la survie, la différentiation atdrolifération cellulaire. Le
NFkB représente une famille de protéines dimériquesaldas de se lier a 'ADN sur un site
commun appel&B. Dans les cellules au repos, d-est séquestré dans le cytoplasme car il
est lié a une protéine inhibitricasB, qui empéche sa liaison aveB. L'activation de NkB,
par phosphorylation et ubiquitination deBl entraine la dissociatiodu complexe, ce qui
permet son entrée dans le noyau ou il va se liéiément régulateur possédant un sBeet
activer la transcription de différents génes cilileapliqués dans la prolifération cellulaire
[Dorai & Aggarwal, 2004]. Les isomeres de CLA pentvenhiber I'activation de NEB par
réduction du taux de phosphorylation deB [[Whale, 2004] et en conséquence, réduire
I'activation des genes impliqués dans la prolifératellulaire.

D'autre part, il est également possible que lesA Glu leurs dérivés agissent
directement sur les éléments spécifiques de répoase les genes affectés. Ainsi, comme
nous l'avons précédemment détaillé dans le chalpitdel.2, les isomeres de CLA activent
les récepteurs nucléaires PPAR et en particuligkRPdans différents types cellulaires et
tissus [Belury & Van den Heuvel, 1997, 2002]. Cdisant que l'activation du PPARSst
associée a une suppression de la cancérogeneg®o [Sporn et al., 2001], les effets

anticancéreux des CLA pourraient s'expliquer etigppar ce mécanisme d'action.

Il. 2.3.7 CLA, cycle cellulaire et apoptose

Les propriétés antiprolifératives des CLA peuv&akpliquer, outre la capacité de ces
derniers a inhiber la prolifération cellulaire, pdnduction de la mort programmée des
cellules cancéreuses (ou apoptose) [Wiedlal., 2004]. L'apoptose des cellules est sous la
dépendance de deux catégories de genes : les gétnmteurs de I'apoptose (genes pro-
apoptotiques) tels que p53, p21 bax, hobixles génes protecteurs des cellules de lI'apmptos
(génes anti-apoptiques ou de survie) tels que lml-Bcl-x . Différents travaux ont montré
que l'apport de CLA induisait, dans les tumeurs maires de rat, I'apoptose des cellues
une réduction de I'expression du géne bcl-2 (gmaptotique) [Bannet al., 1999 ; Ipet al.,
1999; 2000]. D'autre part, le CLA inhibe le cycllalaire de cellules tumorales humaines
mammaires hormono-dépendantes telles que MCF7s golaucun effet n'a été mis en

evidence sur des cellules non hormono-dépendan&dsllés MDA-MB-231) [Durgam &
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Fernandes, 1997]. Il a été ainsi montré que les @ibdbaient la prolifération cellulaire et
induisaient l'apoptose des cellules MCF-7 en augamére 2 a 5 fois I'expression des genes
pro-apoptotiques p53 et p21 et en diminuant de 20% I'expression du géne bcl-2 gpal.,
1999, 2000]. Dans les cellules non hormono-dépdrdamais transformées pour qu'elles
expriment le gene p53, les CLA induisent une audatem de l'expression du gene p21,
tandis que l'expression de p53 reste inchangéejucesuggére que les CLA induisent
I'apoptose de ces cellules par un mécanisme indépenle I'expression de la protéine p53
[Ochoaet al., 2004 ; Majumberet al., 2002]. Des résultats similaires ont été également

observés sur des cellules humaines tumorales déapedOchoat al.,2004]

Enfin, il a été également montré que les CLA pamnainhiber la phase terminale de
la cancérogenese en inhibant la formation de nagest[Cesanet al., 1998, Visonneawet
al., 1998]. Le mécanisme d'action impliqué a été pewiétmais pourrait étre lié a une
diminution de l'apport en éléments nutritifs auxnéwrs filles via une inhibition de
I'angiogenése [Masso-Weleh al.,2002, 2004].

En conclusion, les CLA, en exercant des propriésd#i et/ou pro-oxydantes, anti-
inflammatoires, antiprolifératives, apoptotiques ainti-métastasiques affectent toutes les
étapes constitutives de la cancérogenese. Ces nigoas d'action, divers et complexes, ont
toujours été étudiés de facon individuelle mais et probablement agir en synergie pour

conférer aux CLA leurs propriétés anticancérogenes.

[I. 3. CLA et obésité

L'obésité est un état caractérisé par un exces agsanadipeuse répartie de facon
généralisée dans les diverses zones grasses ganlsme. Un parametre indicatif et tres
largement usité est l'indice de masse corporeNM&C]| calculé en divisant le poids de la
personne par le carré de sa taille. Si cet indite@mpris entre 25 et 30 Kg/m?, on parle de
surpoids ou de pré-obésité, lorsqu’il est supérie@0 Kg/m2, on considére que l'individu est
obése et lorsqu’il dépasse 40 Kg/m2 on parle dighésorbide. Selon 'OMS, l'obésité est
devenue la premiere maladie non infectieuse destdiné frappant aussi bien les pays
industrialisés qu’en voie de développement. AiesiFrance, plus de 8 millions d'obéses dont

100 a 200 000 obésités massives (IMC > 40) ontdémombrés avec une plus grande
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Tableau 7 :Effets des CLA sur la composition corporelle chazimal

Teneur
Isomere utilisé Espéces Effets Référeas
(% ration)
| prise aliments
CLA commerce 2 porc | masse grasse Duganet al., 1997
1 masse maigre
CLA commerce | masse grasse
9cis,11trans et 10trans,120is* 0,5 souris ICR l masse grasse (surtout retropéritonéa]) Parket aI., 1997
via 1 lipolyse et oxydation des AG
CL.A commerce - 15 rat Zucker &[98 GUTRaTE! Houseknecket al., 1998
9cis,11trans et 10trans,12cis > prise aliments
| énergie ingérée
| croissance
CLA commerce 1-12 souris AKR/J | masse grasse (surtout retropéritonéal) Westet al., 1998
9cis,11trans et 10trans,12cis* 1 dépense énergétique
effet indépendant de la quantité lipides
CLA commerce < énergie ingérée
9cis,11trans et 10trans,12cis* 0-1 souris AKR/J | masse grasse (a partir de 0,5%) Delanyet al., 1999
1 masse maigre (& 1%)
CLA commerce 1 porc | masse grasse Ostrowskeet al., 1999
1 masse maigre
9cis,1ltrans | masse grasse
1Qrans,1xis 0,25-05 souris 1 masse maigre Parket al., 1999a
effet plus marqué avec 10trans,12cis
CLA commerce . | masse grasse
9cis,11trans et 10trans,12cis* 05 souris ICR i Parketal., 139%
) ) 1 masse maigre
CLA commerce 1 < prise aliments
9cis,11trans et 10trans,12cis* souris | masse grasse Tsuboyama-Kasaoka
C25BL/6J <> masse maigre et al., 2000
1 poids du foie
« prise aliments
CLA commerce < croissance .
9cis,11trans et 10trans,12cis* 0-05 rat Zucker Sisket al., 2001
) ) | masse grasse
(en particulier du TA rétropéritonéal)
Hamster < prise aliments
CLA commerce 05-1 Golden Syrian | masse grasse Kim et al.. 2002
9cis,11trans et 10trans,12cis* ' Rats 1 masse maigre a
Sprague-Dowley  Hamster + sensible que rat
CLA commerce 2 souris ICR et | tissu adipeux brun Takahashét al., 2002
souris C57BL/6J | tissu adipeux blanc
CLA commerce souris | énergie ingérée
9cis,11trans et 10trans,12cis* 0,93 Balb-C Terpstraet al., 2002

1 dépense énergétique
| masse grasse

(* isomeéres majoritaires dans le mélange)
(1 élévation,| réduction,«» pas de modification)
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prévalence dans les campagnes que dans les Yilleg @rogression inquiétante puisque cette
maladie touche des individus de plus en plus jeUPlessieurs facteurs permettent d'expliquer
l'obésité : les facteurs génétiques, qui, malgtg réle indéniable, ne sont pas les seuls
responsables, les facteurs endocrinologiques (dggtmnements hormonal et glandulaire) et
les facteurs environnementaux reposant essentmtiesur une alimentation trop riche et un
style de vie de plus en plus sédentaire qui abautibh déséquilibre entre énergie ingérée et
dépensée. L'obésité constitue un facteur de rigopue de nombreuses pathologies dont
I'hypertension artérielle, le diabéte non insuliépendant de type Il, les maladies
cardiovasculaires ainsi que 'augmentation du esde certains cancers comme le cancer de
l'intestin et du sein. Face a cette véritable épidél'OMS place actuellement la prévention et
la prise en charge de l'obésité comme une priatdds le domaine de la pathologie
nutritionnelle.

Dans ce contexte, ce chapitre a pour objet de teieesynthése de I'ensemble des données
acquises chez l'animal expérimental et chez 'Horoomeernant les éventuels effets des CLA
apportés par l'alimentation vis-a-vis de l'obéstéde décrire les mécanismes potentiels

d'action de ces composés.

[I. 3.1 Chez I'animal modéle

De nombreuses études ont montré que les CLA inéunisales changements de la
composition corporelle aboutissant a une rédua®fa masse grasse et a une augmentation
de la masse maigre dans différentes especes anifEalanset al.,2001] dont le rat [Siskt
al., 2001], le porc [Ostrawskat al.,1999 ; Dugaret al.,1997], la souris [Parkt al., 1997,
1999 ; Weskt al.,1998 ; Delanyet al.,1999 ; Terpstrat al.,2002] et le hamster [Kirat al.,
2002a] (Tableau 7). Toutefois, il existe une gradit&rence de sensibilité en terme d’effet
anti-obésité des CLA selon les especes. La sosriBespece la plus sensible (40 a 80% de
réduction de la masse grasse suite a un apporbée de CLA dans la ration) [Wargg al.,
2004] alors que chez le porc ou le hamster, letefont controversés et faibles [Ostrawska
et al., 1999, Kimet al., 2002a]. Cet effet anti-obésité, plus particulieeemimputable a
'isomére l@ransl2cis de CLA [Parket al., 1999b], est dose-dépendant puisque, chez des
souris traitées avec des doses difféerentes de QdlbAtade 0,2 a 1% de la ration, la rapide
diminution de la masse grasse est directementléergéla dose de CLA ingérée [Delagty

al., 1999]. Cet effet peut étre lié soit a une altératie I'équilibre énergétique des animaux
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par une augmentation des dépenses énergétiques dirainution de I'énergie ingérée [West
et al., 1998 ; Parket al., 1999a ; Delanyet al., 1999 ; Takahashet al., 2002], soit a une
modification du métabolisme du tissu adipeux [Hémsektet al., 1998 ; Delanyet al., 1999

; Parket al., 1997 ; Azairet al.,2000]. Celle-ci se traduit par une diminution intpote des
tissus adipeux bruns et blancs [Westal., 1998 ; Delanyet al., 1999 ; Tsuboyamat al.,
2003] pouvant aller jusqu’a la disparition compléde tissu adipeux brun lors de
supplémentation a long terme (5 mois) [Tsuboyaataal.,, 2003], le tissu adipeux
rétropéritonéal étant plus sensible a I'action Gé#\ que les tissus adipeux épididymal et
meésentérique [West al., 1998 ; Delanyet al., 1999]. Par ailleurs, il a été montré que les
CLA et notamment l'isomére ft@nslZcis induisaient chez la souris une apoptose des
cellules adipeuseés vivo [Tsuboyama-Kasaoket al.,2000] etin vitro [Brodie et al., 1999].
Toutefois, cet effet semble étre lié a I'espécesque, chez le rat, seule une réduction de la
taille et non du nombre de cellules adipeuses &agt@ortée [Azairet al.,2000]. D’autre part,

les CLA ne semblent actifs que chez les animausreissance [Patureau-Miramd al.,2004,
Faulconnieet al.,2004].

L’effet des CLA sur le métabolisme du tissu adipe&skx donc un effet lipoatrophique se
traduisant par une hypotrophie majeure des adipedzainet al.,2000]. L’administration
d’'un régime hyperlipémique atténue cet effet quireée, dans cette situation, a un effet anti-
obésité [Tsubuoyamat al., 2003]. D’autres études ont confirmé ces résultastrant que
les CLA réduisent I'accumulation de la masse grasdépendamment de I'apport lipidique
[Westet al., 1998 ;Wanget al.,2004]. En fait, il convient de distinguer I'effahti-obésité de
I'effet lipoatrophique des CLA : le premier empéchke développement de I'obésité de type

nutritionnel (régime gras) alors que le second pgoe la disparition de la masse grasse.
En conclusion, I'ilsomere 10trans,12cis modifie fement la composition corporelle

chez les animaux modéles, en particulier la souride tels effets étant d’autant plus
marqués chez un animal jeune et sans surcharge penade.

[l. 3.2 Chez 'HOmme

Dix sept études d'interventions nutritionnelleszliBlomme ont été rapportées jusqu'a
présent, huit s’'intéressant a des patients norretneuf concernant des sujets en surpoids ou

présentant une légére obésité (Tableau 8). La nmeydes apports de CLA dans ces études
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varie entre 0,7 et 6,8 g/j, le CLA se présentanplles souvent sous forme d'un mélange
équimolaire d'isoméresc,11trans et 1Qrans1Zis (Tableau 8). Ces études rapportent des
résultats contradictoires et faibles, probablemassociés a d’autres variables (apports
ingéreés, exercice physique, erreur de mesuresantes aux meéthodes utilisées...) comme
proposeé par Tricoet al.,(2005). Il est probable d'autre part que la moéigiire I'absence
d’effet sur la composition corporelle chez 'Homsat liée a la dose administrée et/ou aux
apports lipidiques nutritionnels. En effet, par garaison a I'apport chez la souris, la dose
administrée chez ’'Homme est vingt fois plus faibterois fois inférieure si on exprime ces
doses en fonction de I'énergie ingérée.

Chez les sujets non obeses, la majorité des étundare une absence d'effet de I'apport
de CLA sur la réduction de la masse grasse [Zandiedll., 2001 ; Kreideret al., 2002,
Petridouet al.,2003 et Tricoret al.,2004] alors que trois études rapportent un efiedeste
[Smedmann & Vessby, 2001 ; Thahal.,2001 ; Mougioset al.,2001]. Toutefois, I'étude de
Mougioset al., (2001), menée pendant 4 semaines, chez des viodsnsains recevant 0,7 ou
1,4 g/j de CLA montre une réduction de la massassgrainiquement chez les volontaires
supplémentés avec 1,4 g/j de CLA par rapport awsgommes ayant recu 0,7 g/j, sans
différence significative avec le groupe placebob{@au 8).

D’autre part, afin d'explorer les effets spécifigueles isomeéres c,1ltrans et
10trans12cis de CLA, Triconet al., (2004) ont conduit, pendant 3 périodes de 8 sarmain
consécutives, une étude d'intervention nutritiolenethez I'homme sain recevant des
préparations enrichies soit en isomereisQltrans (0,59 a 2,38 g/j) soit en isomere
10trans12cis (0,63 a 2,52 g/j). Aucun effet significatif deoiseres de CLA sur le poids
corporel, I'indice de masse corporelle et sa contiposn’a été mis en évidence, quelque soit
la dose étudiée montrant que, méme a une doseeéléigsémere 1@ansl2cis de CLA n'a
pas d’effet sur la composition corporelle des sugatins (Tableau 8).

Chez les sujets obéses ou en surpoids, les résatiat aussi controversés (Tableau 8).
Parmi ces neuf études, 3 d'entres elles ne montnecin effet [Berveret al., 2000 ;
Malpuechet al.,2004 ; Riserugt al.,2004], alors que les autres décrivent un effeéhene
des CLA lié a une diminution de la masse grasseutpe part, Blanksomt al., (2000)
rapportent que l'apport de 3,4 a 6,8 g/j d'un mgéade CLA (2is,11trans et 1Qrans 12cis)
pendant trois mois chez des sujets en surpoidsvea ane obésité modérée permet une
réduction de la masse grasse bien que faible etitdisle puisque la masse grasse diminue
avec un apport de 3,4 g alors qu'elle reste inadmmyec une dose de 5,1 g/j. Par ailleurs,

I'étude conduite par Riséres al., (2001) chez des sujets présentant une obésitérahale,
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montre que l'apport de 4,2 g /| de CLA pendant Fhasees se traduit par une diminution
significative du diametre sagittal abdominal, dppert taille/hanche et du tour de taille des
sujets, la diminution des deux derniers parametrésant cependant pas suffisamment
marquée pour étre significativement différente gagoport aux sujets témoins. D'autre part,
concernant les effets spécifiques des isomecesldtrans et 1Gransl2cis, Riséruset al.,
(2004) ont montré que lingestion de 3 g d'isom@uoés,11trans par jour pendant douze
semaines provoque un gain de poids associé a doeti@n de la sensibilité a I'insuline chez
25 sujets présentant une obésité androide, alertapport de 2 g d'isomeretidhs12cis de
CLA chez des sujets obeses induit une faible dititonude la masse grasse, du diametre
sagittal abdominal, du tour de taille et de l'imdde masse corporelle des sujets. Ces résultats
montrent que l'isomeére fians12cis est le plus actif en terme de perte de poids [Réset

al., 2002 ; Belury, 2003]. Enfin, une seule étude siewressée a la forme d'apport des
isomeéres de CLA. Ainsi, Gaulliat al., (2004) ont examiné l'effet d'une supplémentation e
CLA sous la forme d'AG non estérifiés ou de trigiydes chez des patients en surpoids. Suite
a une année de supplémentation, les deux formgpattapermettent une réduction de la
masse grasse des volontaires alors que seul I'appos forme d’AG non estérifiés entraine
une augmentation de la masse maigre. Par ailleassauteurs rapportent, pour la premiéere
fois, une réponse plus marquée chez les femmessosujets avec un fort indice de masse

corporelle [Gaullieet al.,2004].

En conclusion, les résultats des études menées diéamme montrent un effet
potentiel des CLA, et notamment de I'isomere 108d®cis, sur la réduction de la masse
grasse. Cet effet est toutefois plus marqué chez sigets obéses ce qui indique un effet
anti-obésité de cet isomere et non un effet lipaginique contrairement aux études menées
chez I'animal modéle. Une fois de plus, ces difiéces pourraient étre attribuables aux

faibles teneurs en CLA présentes dans l'alimentatioumaine.

ll. 3.3 Les possibles mécanismes d'action impliqués

Deux grands mécanismes d'action ont été proposgsegpliquer la diminution de poids et
le changement de composition corporelle des aninsaite a une supplémentation en CLA :

une action au niveau du métabolisme énergétiqueabties animaux ou une action spécifique

au niveau du métabolisme du tissu adipeux.
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Figure 17: Représentation schématique des mécanismes d'aetitisomere 10t,12c de CLA sur les préadipoogtes
les adipocytegD'aprés House et al., 2005)
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Ainsi, il a été montré dans de nombreuses étuded'gpport de CLA altere I'équilibre
énergétique des animaux par une augmentation geEnsks énergétiques et une diminution
de I'énergie ingérée [West al., 1998 ; Parlet al.,1999a ; Delanyt al.,1999 ; Takahastet
al., 2002]. Ce mécanisme pourrait s'expliquer soit jpaigimentation, suite a lI'apport de CLA,
de I'expression dans le tissu adipeux et le foidadprotéine UCP2 (uncoupling protein)
jouant un réle dans la dissipation d'une partie aidgries apportées par l'alimentation sous
forme de chaleur [Wegt al.,1998 ; Tsuboyamat al.,2003 ; Takahaslet al.,2002 ; Roche
et al., 2001], soit par une diminution de la concentratitenleptine plasmatique impliquée
dans la régulation du métabolisme lipidique en dimnt l'ingestion et en modifiant la
balance énergétique [Médieaal.,2000 ; Belury2003 ; Akahoshét al.,2004].

Par ailleurs, au niveau du tissu adipeux, il andtdtré que les CLA, et notamment
l'isomere 1@ansl1Zcis, induisaient I'apoptose des cellules adipeuses lehepurisin vivo
[Tsuboyama-Kasaoket al.,2000 ; Mineret al.,2001] etin vitro [Brodie et al.,1999] par une
induction des niveaux dARNm du TNMEFTsuboyama-Kasaoket al.,2000, 2003]. Toutefois,
cet effet semble étre lié a lI'espéce puisque, Eheat, seule une réduction de la taille et non
du nombre de cellules adipeuses a été rapporteari&t al., 2000] (Figure 17). L'isomere
10trans 12cis inhibe aussi la prolifération et la difféerentiatiales préadipocytem vitro
[Evans, 2000 ; Satoret al., 1999 ; Brodieet al., 1999] probablement en diminuant
I'activation du PPAR [Brown et al., 2003] et par conséquence des genes cibles du PPAR
(aP2, perilipin-A, acyl-coA-binding protein) [Gramid et al., 2003 ; Brownet al., 2003 ;
Kang et al., 2003]. D'autre part, I'ensemble des étudesiitro menées sur des lignées
préadipocytaires ou sur des cultures primaires dEadipocytes montre que l'isomere
10trans 12cis réduit le captage des AG et du gluceseune forte inhibition de l'activité de la
lipoprotéine lipase (LPL) [Parkt al.,1999b, 2001 ; Choét al.,2000] et du transporteur du
glucose (Glut-4) [Browret al.,2004 ; Browret al.,2003 ; Takahastet al.,2002], diminuant
ainsi la voie de lipogenés#e rovo [Brown et al., 2001]. D'autres études ont montré que
l'isomere 1€rans12cis augmentait I'oxydation des AG dans les adipoc$fiEsL1 [Evanset
al., 2002 ; Parlet al., 1997] associée a une augmentation de l'activité @PTin vivo chez
la souris et le rat [Parkt al., 1997 ; Rahmaret al., 2001] ce qui suggere ainsi un autre
mécanisme des CLA pour diminuer les teneurs eiytegdes des adipocytes. En effet,
plusieurs étudem vivo etin vitro ont rapporté une réduction de 'ACC [Tsuboyamadéaa
et al., 2000 ; Brownet al.,2003], de la FAS [Tsuboyama-Kasaakaal., 2000 ; Kanget al.,
2003] et de la SCD [Chast al., 2000]. Par contre, les effets des CLA sur la iypel sont

controversés. Plusieurs étudewitro ont montré une augmentation de la lipolyse enngpo
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a l'isomere 1fansl1zcis [Parket al., 1997 ; Brownet al., 2003] alors qu'aucun effet n'a été
observé chez la souriis vivo [Xu et al.,2003] et que Browet al. (2003) ont montrén vitro
une diminution de l'expression de la lipase hormsemsible par l'isomére tt@nsl2cis,

suggérant une réduction possible de la lipolyse.
Ainsi, I'ensemble de ces études suggére que l's@mnlOtrans,12cis exerce son
activité délipémiante par un contréle a la fois doétabolisme et du cycle cellulaire comme

illustré dans la Figure 17.

Il. 4 CLA et maladies cardiovasculaires

L'athérosclérose est un processus évolutif quctdfessentiellement les arteres de gros et
moyen calibre et qui se caractérise dans les prermsiades, par une altération dégénérative de
la paroi interne du vaisseau (intima) avec forrmatiune plaque de dépots lipidiques, suivie
de la libération de cristaux lipoidiques et de ebt#rine et d'une sclérose de la zone touchée,
qui peut éventuellement se calcifier ou s'ulcé@irdl, 1998] (Figure 18). Les complications
de l'athérosclérose sont responsables des deuxegpesncauses de mortalité dans le monde :
les cardiopathies ischémiques et les accidentsilaases cérébraux représentant plus de 20%
des déces [Murragt al., 1997]. Etant donné la difficulté de réaliser unaléationin vivo de
I'atteinte chez 'Homme, deux types de marqueuwtseats sont utilisés : les marqueurs de
risque fondés sur le statut en cholestérol telslgweneur plasmatique en cholestérol total et
la quantité et la composition en lipoprotéines {ean en cholestérol (C-) des lipoprotéines de
faible densité (LDL) et de haute densité (HDL)}Je=t marqueurs de risques non fondés sur le
statut en cholestérol tels que la concentratiosmpéique en triglycérides. De plus, sur les
modéles animaux, il est possible d'évaluer direetdnia sévérité de l'athérosclérose en
réalisant des mesures de I'épaisseur de la plagtieédme et de I'étendue des surfaces
léesées.

Une grande partie des recherches sur les CLA is®Esessée a la capacité éventuelle de
ces composés a réduire le développement de I'attiérose chez des animaux modéles et
chez 'Homme. Ce chapitre a pour objet de fairétah des lieux des connaissances actuelles
en se basant sur les études menées chez l'anigtf@zthomme et d'aborder brievement les

meécanismes d'action sous-jacents a l'activitéathtrogénique de ces composes.
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Tableau 9: Synthése des données bibliographiques s'intéreasamffets des CLA sur les lipides
plasmatiques chez I'animal

Sujets Teneur (g) Isomére utilisé Durée Effet Références
? cholestérol total,
60 hommes / femmes 3.4 CLA commerce ? cholestérol LDL ou HDL Berveret al, 2000
12 sewr ? triglycérides
? cholestérol total
60 hommes /femmes 1,7-6,8 9c,11tet10t,12c (1/ 12 sem. ? cholestérol LDL ou HDL Blancksoret al, 2000
? triglycérides
? cholestérol total,
17 femmes 3,9 CLA commerce 9sem. ? cholestérol LDL ou HDL Benitoet al, 2001
? triglycérides
) .
14 hommes 10 femmes 0,7-1,49c,11tet 10t,12c (1/ 8 sem. cholest(’erol AlblE . . Mougioset al, 2001
? cholestérol total et triglycérides (NS)
? cholestérol total,
24 hommes 4,2 9c,11tet 10t,12c (1/ 4sem. ? cholestérol LDL ou HDL Riseruset al, 2001
? triglycérides
? cholestérol total
27 hommes 26 femmes 4,2 9c,11tet10t,12c (1/ 12 sem. ? cholestérol LDL ou HDL Smedman & Vesshy, 2001
? triglycérides et AGNE
) 7
60 hommes 34 9c,11t et 10t,12c (1/ 12 sem. cholestc,irol HDL (NS) Riseruset al, 2002
10t,12c ? cholestérol HDL
? cholestérol total
,) a
16 femmes 21  9ciitet10t12c (1) 6sem, - cnolestérolHDL ]
? cholestérol total / HDL cholestérol
? triglycérides Petridotet al 200:
9c,11t et 10t,12c (1/ ? cholestérol total
90 hommes 90 femmes 4,5 sous forme de TG 1an ? cholestérol HDL Gaullieret al, 2004
sous forme AGNE ? cholestérol LDL
0,59-2,38 9c,11t 0
- a .
49 hommes gsem. cholestérol LDL / cholestérol HDL Triconet al, 2004

0,63-2,52 10t12c

? cholestérol / cholestérol HDL

? triglycérides

(1 élévation,| réduction,« pas de modification)
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Il. 4.1. Chez I'animal modele

Les effets de supplémentation en isomeéres de @#es seuls ou en mélange, sur
difféerents modéles animaux (porc, lapin, hamsteuris et rat) ont été étudiés pour évaluer
l'efficacité de ces composés a réduire le dévelmgpé de I'athérosclérose comme résumé
dans le Tableau 9 et schématisé dans la Figure 19.

Ainsi, chez le lapin, l'apport d'un mélange équaite d'isomeres @s,11rans et
10trans 12cis de CLA (1% de la ration) associé a un régime rmhéAGS contenant 0,1% de
cholestérol pendant 22 semaines, réduit signifieatent I'athérosclérose (surface de la
plague d'athérome) ainsi que le rapport C-LDL/C-HiEs 12 semaines de traitement [lete
al., 1994]. D'autre part, plus recemment et sur ce mé@mgele, Kritchevskyet al., (2000a)
ont montré que de faibles apports (0,1-1%) en CeAmettent de réduire le développement
de l'athérosclérose en diminuant le pourcentagaudaces Iésées (30 vs 56%) sans toutefois
réduire significativement les dép6ts de cholestélanis I'aorte et I'épaisseur de la plaque
d'athérome. De la méme fagcon, ce méme auteur aénem2002 qu'une dose aussi faible que
0,05% de CLA dans l'alimentation réduisait la sd@éates lésions (par gradation visuelle) et
ceci de facon dose-dépendante [Kritchevsksl.,2002]. Cette derniere étude est importante
car elle est la premiere a montrer que les conaéomis en CLA disponibles dans
I'alimentation chez 'Homme sont efficaces suhéabsclérose chez I'animal modéle. Chez le
Hamster, Nicoloset al., (1997) ont montré que l'apport d'un mélange d'&aside CLA (0 a
1,1%) tend a réduire les teneurs plasmatiques elestiérol et ainsi a limiter la formation de
la plaque d'athérome, des les doses les plus $aible méme, Wilsort al., (2000), ont
montré, chez des hamsters hypercholestérolémicuoevant pendant 12 semaines 1% d'un
mélange de CLA, une diminution de l'importance ste®s lipidiques et une diminution des
LDL oxydées qui peuvent étre a l'origine de la pag'athérome. Enfin, chez le rat recevant
un régime hypercholestérolémiant supplémenté aveenélange de CLA (1 a 5%), les
teneurs plasmatiques en cholestérol sont réduibestant ainsi le développement de
I'athérosclérose [Stangdt al., 2000]. Contrairement aux études menées chez la, l&p
hamster et le rat, une étude chez la souris sugnérde CLA n'a pas d'effet ou qu'il peut
méme promouvoir le développement des stries lipiggfMundayet al.,1999], effet pouvant
étre mis en paralléle avec les effets spécifiqess@LA sur la métabolisme hépatique des AG

chez la souris. Des résultats comparables sonthabtsur le porc puisque l'administration
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d'un mélange de CLA (1%) provoque une élévatiomaghport C-LDL/C-HDL [Stangkt al.,
1999].

Par ailleurs, différentes études ont cherché &uéwdefficacité propre de chacun des
isoméres de CLA. Ainsi, dans deux études menées leheamster hybride F1B, ou de race
Golden Syrian, lisomeére c,1ltrans ne modifie pas la lipémie alors que lisomere
10trans 12cis réduit les concentrations plasmatiques en chatidsét en triglycérides ainsi
gue les valeurs de C-LDL et C-HDL [De Deckest al., 1999 ; Gavinoet al., 2000].
Toutefois, une étude récente infirme ces résufiéaeille et al., 2004]. En effet, chez des
Hamsters LPN, les teneurs plasmatiques en chadest@mt diminuées uniqguement a la suite a
d'une supplémentation avec l'isomécisd ltrans de CLA, cette amélioration résultant d'une
augmentation du rapport C-HDL/C-LDL. Les différeaate résultats obtenus dans ces trois
études pourraient s'expliquer, au moins en paéiedes différences de souche de hamster, de

teneur en lipides et en cholestérol des régimede gestion I'expérimentation (durée....).

En conclusion, pour apprécier l'effet des isomérds CLA testés individuellement
ou en meélange sur les facteurs de risque de maladiardiovasculaires et notamment la
formation de plaque d'athérome, la notion de modaleimal et de conduite expérimentale
est importante a prendre en considération, les iésis pouvant completement diverger
d'une espéce a l'autre. Par ailleurs, au vu de ItBéogénéité des résultats, il est difficile de
conclure sur l'efficacité respective de chacun desmeres. Toutefois, il semble que I'apport
de mélange équipondéral des deux principaux isonseddminue le développement des
|ésions athérosclérotiques bien que dans la marites cas cette réduction soit de faible
amplitude.

1. 4.2. Chez 'Homme

Les études d'interventions nutritionnelles cheaiihe sont peu nombreuses et les
résultats relatifs a I'effet des deux principawomeres de CLA, testés individuellement ou en
mélange sur les concentrations plasmatiques afebpisont contradictoires (Tableau 10). En
effet, les études de Bervest al., (2000), Benitoet al., (2001), Riseruset al., (2001),
Smedman & Vessby (2001) et Petridet al., (2003) n'ont mis en évidence aucun effet
significatif du mélange d'isomeresciQllirans et 1QGranslZcis sur les concentrations

plasmatiques en cholestérol total, en cholestébdl &t HDL ainsi que sur les concentrations
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en triglycérides. A contrario, certaines études treart qu'un apport en CLA pourrait induire
une diminution du cholestérol HDL [Blankse al.,2000 ; Mougioset al.,2001 ; Riserugt
al., 2002 ; Gaullieret al.,2004] (Figure 19). Toutefois, il semblerait que edffets different
selon la nature et la forme d'apport des isomézeSLdA, Gaullieret al.,(2004) ayant observé
une diminution du cholestérol HDL uniquement lomsga supplémentation en CLA est
fournie sous forme de triglycérides.

Dans le but de déterminer I'efficacité propre idemeéres 8is,11transet 1Qrans 12cis
de CLA, Triconet al., (2004) ont mené, pendant 13 mois, une étude eblelaveugle
incluant 49 hommes en bonne santé ne présentanaladies cardiovasculaires ni diabetes.
L'apport de doses croissantes d'isomemds,Blirans (0,52 - 2,39 g¢/j) diminue la
triglycéridémie et le rapport C-LDL/C-HDL alors glepport d'isomere 1fans12cis (0,63 a

2,52 g/j) augmente ces mémes parametres.

En conclusion, les premieres études réalisées chie@amme montrent que l'isomere
10trans,12cis de CLA posséde des propriétés hymddmiques alors que l'isomere

9cis,11trans serait hypolipémiant.

ll. 4.3 Les possibles mécanismes d'action impliqués

Plusieurs mécanismes d'action des CLA ont été @&ganfin d'expliquer, au moins en
partie, leurs effets sur le métabolisme lipidigua. premiére hypothése émise a été une
protection des LDL vis-a-vis de l'oxydation puisgles CLA possédent des propriétés
antioxydantes supérieures a celles detdtophérol [Haet al., 1990]. Toutefois, cette
hypothese a été abandonnée car les isomeres den€Lgemblent pas étre capables de
protéger les lipides membranaires du stress oxydar Den Berget al., 1995], bien que
l'oxydation des CLA conduise a la production d'AGrahe possédant des propriétés
antioxydantes [Yurawecet al.,1995]. De nombreux travaux se sont alors portésesuCLA
en tant que ligand des PPAR€tant donné leur importante implication dans &aholisme
des lipides [Bergeet al.,2005]. Les deux isomeresi§ 11transet 1Qrans 12cis de CLA sont
des ligands et activateurs potentiels de ce typedepteur, I'isomerect, 11trans possédant
la plus grande affinité [Moya-Camarer al., 1999a]. Toutefois, malgré cette capacité
d'activation, celle-ci n'entraine pas la prolifematperoxysomale chez le rat [Moya Camarena

et al., 1999b]. Ces résultats sont d'ailleurs confortésuvee étude de Peteet al., (2001)
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montrant que l'effet antiathérogene des CLA demethiez des souris transgéniques
invalidées pour PPAR suggérant I'existence d'autres mécanismes diadiasi, une autre
cible potentielle des CLA serait la stéaroyl-CoAsakiirase dont l'activité est positivement
corrélée a la sécrétion des VLDL par le foie [leteal., 1998]. Les deux isomeres de CLA
(9cis,11trans et 1Qrans1Zcis) inhibent l'activité SCD dans des lignées de camke sein
[Choi et al., 2002], alors que seul l'isomeérethsl12cis réduit l'activité SCD dans les
cellules HepG2 [Choet al.,2001] et dans des microsomes de foie de rat |Brétet al.,
1999]. Ainsi, I'inhibition de la SCD pourrait étrmonsidérée comme bénéfique puisqu'elle
réduirait la sécrétion de lipoprotéines potentralb@t pro-athérogenes. Certains auteurs
suggerent enfin que les isomeres de CLA ont un @mnpar I'athérosclérose par une voie
distincte de celle du transport du cholestérolmaulation du métabolisme des eicosanoides
constitue une de ces possibilités puisqu'il esegdament admis qu'une atténuation de la
synthese des eicosanoides pourrait constituer deeuia majeur impliqué dans les effets
bénéfiques attribués aux isomeres de CLA. WK20©4) a d'ailleurs montré que de faibles
concentrations en CLA, proches des teneurs alinrestapourraient avoir un effet sur la
production d'eicosanoides dans les cellules vasesjanotammentia I'action de l'isomére
9cis,11transde CLA.

[l. 5. CLA et autres pathologies

Outre les pathologies majeures pour I'Homme teliee le cancer, I'obésité et
I'athérosclérose sur lesquelles les CLA pourrasggit, ces derniers semblent également avoir
des effets bénéfiques vis-a-vis d'autres pathadogie seront discutés plus brievement dans

ce chapitre.

[I.5.1. CLA et immunité

Des modifications des fonctions immunitaires éaimmatoires dues a I'age ou a des
exces/carences alimentaires sont impliquées dénsldgie de nombreuses maladies. Ainsi,
les altérations des niveaux de consommation d'A connues pour avoir un impact sur la
fonction immunitaire, aussi bien dans des situatigysiologiques que pathologiques

[Harbige, 2003]. Cependant, tres peu d'informatioascernant les effets des isomeres de
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CLA sur la fonction immunitaire tant chez 'Hommiegele chez I'animal sont actuellement
disponibles.

La réponse initiale du systeme immunitaire auxnggéfectieux est l'activation des
monocytes circulants et des macrophages tissuldiess monocytes activés relarguent de
nombreuses cytokines tels que l'interleukine 1 XIel le TNF. qui sont les initiateurs
primaires de la réponse inflammatoire. Ces cytakipeuvent, par la suite, induire la
libération d'AGPI des phospholipides membranatiad'activation de la phospholipase Al et
la formation d'eicosanoides (prostaglandines etoleiénes) qui sont synthétisés dans
différents tissus et qui sont partie intégrantéad@€action inflammatoire.

Les CLA paraissent réprimer le relargage des dyé&sk pro-inflammatoires, plus
particulierement du TNk chez les animaux [Akahoshkt al., 2002 ; Yang & Cook2003 ;
Akahoshi et al., 2004] (Figure 20). En effet, Akahoskt al., (2004) ont montré qu'un
mélange d'isoméres de CLA réduisait la concentragsérique en TNk de 50% par
comparaison au sérum de souris recevant de |'inméique. De méme, Yangt al., (2003)
montrent qu'une supplémentation en isomais, Rlirans de CLA réprime la production de
TNFa in vivo apres injection de lipopolysaccharide aux animéatigsomere @is,11trans est
également capable de supprimer la production dedTdhifectement lorsqu'il est incubé avec
une lignée de macrophages murins (RAW), indiquamteffet direct des CLA sur les
macrophages et monocytes responsables de la pmdudt la majorité des cytokines
inflammatoires. Toutefois, on ne sait pas exactéroemment agissent les CLA pour réduire
la production de cytokines pro-inflammatoires. Lragression de la cascade des cytokines
peut étre limitée par une augmentation des nivegugrostaglandines (P@Eui jouent un
réle de contréle négatif afin que la réponse imrair@ ne devienne pas délétére pour I'hdte
[Whale, 2003]. Les CLA pourraient donc exercer sewgffets anti-inflammatoires en
augmentant la production de P& d’'autres prostanoides inhibiteurs. Toutefoigzde rat,
modele de maladie rénale polycystique, les CLA alfitaires réduiserx vivola production
de PGREdans les cellules interstitielles [Ogbarhal.,2003]. De méme, les CLA réduisent le
relarguage de PGHpar les cellules tumorales humaines in vitro [Btaal., 2002], ce qui
devrait se traduire par une augmentation de laymtomh de cytokines inflammatoires. Il
semble donc improbable que I'action des CLA sulif@nution de la libération des cytokines
pro-inflammatoires soit médiée par une augmentatamteneurs en prostanoides, mais plutot
par un effet des CLA sur lI'expression des genesytekines inflammatoires soit directement

via les éléements de réponse aux AG sur les promotdessgenes, soit indirectement par
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I'activation des PPAR-[Whale, 2003] ou linactivation du facteur nécrodg (NF «B)
(Figure 20).

La réponse initiale du systeme immunitaire pergwic la synthése d'une série de
cytokines qui interviennent dans le développemeriadéponse immunitaire spécifique apres
quelques jours ou quelques semaines par la produdd cellules T et B. Ces cellules sont les
seules de l'organisme qui produisent une multideleécepteurs aux antigenes (cellules T) et
des anticorps (cellules B). Plusieurs études omitraoque les CLA peuvent augmenter la
réponse immunitaire spécifique (Figure 20). Pamgle, les CLA peuvent augmenter la
production d'immunoglobulines de type IgA, IgG gMl alors que la production d'IgE est
réduite [Suganet al., 1998]. Les CLA peuvent aussi augmenter la praiién des cellules
T-CD8+ chez le porc aprés une infection virale gzamnya-Rierat al., 2003], ceci étant
directement corrélé a une diminution de la mogatihez les animaux traités avec du CLA.
Une augmentation de ces cellules a été égalemsrtv@e dans le sang périphérique de porc
aprés vaccination [Bassaganya-Riara al., 2003] accompagnée d’'une augmentation du
niveau de cellules "Natural Killer" (NK). L'ensembtle ces résultats suggére que les CLA
peuvent induire des réponses immunitaires perntetid@radiquer les pathogénes
intracellulaires telles qu'une augmentation deréipction d'anticorps et une augmentation de
la prolifération des cellules de type CD8+ et NKe Plus, ils répriment certaines réponses
telle que la production d'IgE ou la libération dédiateurs pro-inflammatoires qui peuvent

étre déléteres pour I'animal héte (Figure 20).

Chez I'Homme, les études sont beaucoup moins naisdseet les résultats moins
marqués gue ceux obtenus chez l'animal. Certainge® comme celle de Kreidet al,
(2002) ne rapportent aucun changement signifidasf marqueurs de I'immunité (numération
des leucocytes, granulocytes, monocytes, lympherythez des sujets ayant recu une
supplémentation en CLA de 28 jours. Par contre, énde nutritionnelle récente a montré
gue le nombre de sujets atteignant des niveawegmatrs d'anticorps contre I'hépatite B a
presque doublé dans le groupe traité avec un mgldagCLA @is,11irans et 1Qrans12cis
en proportion 50/50 ou 80/20 [Albees al.,2003] par rapport a un groupe témoin. Toutefois,
aucun de ces deux traitements au CLA n'a modifgafzacité des cellules mononucléaires a
produire des cytokines pro-inflammatoires. De larmadacon, une autre étude nutritionnelle a
montré I'absence d'effet des CLA sur la productierdifférentes cytokinesx vivo[Kelley et
al.,, 2001]. De plus, des observations récentes ont mhogue les cytokines pro-

inflammatoires telles que le TMFet ['IL1B, ainsi que les teneurs en IgE, sont
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significativement réduites chez des volontaireevanot un mélange de CLA [Sorgj al.,
2004].

En conclusion, il apparait que les CLA peuvent eatement altérer les fonctions
immunitaires chez l'animal et chez I'Homme bien gues résultats different entre et a
I'intérieur d'une espece. En effet, les CLA sembieagir principalement sur la production
de cytokines anti-inflammatoires chez I'animal, akque l'action des CLA sur le systéme
immunitaire humain est limitée a une augmentatioresl niveaux d'anticorps sans effet sur

les cytokines.

[I. 5.2. CLA et résistance a l'insuline

Le diabéte de type 2 résulte d'un déficit de s&xreen insuline par les cellulgisdu
pancréas et d'une diminution de la sensibilitérédiline (ou une augmentation de l'insulino-
résistance) du foie et des tissus périphériqueslimsdépendants tels que les muscles
squelettiques et le tissu adipeux. Cette maladiengqucesse de progresser touche environ
3,5% de la population francaise. L'obésité, eniqaier abdominale et l'inactivité physique
sont des facteurs de risque majeurs du diabétgpge2t au méme titre qu'une prédisposition
génétique. Les effets bénéfiques potentiels des §lirAa composition corporelle ont suggére
gue ces composés pouvaient également exercer cl@sepés intéressantes vis-a-vis de cette

pathologie.

Plusieurs études ont montré chez le rat, animaletequbur I'étude du diabéte de type
2, qu'un traitement avec un mélange d'isomeresLdeavait un effet antidiabétique puisque
celui-ci augmente la tolérance au glucose et leongép a l'insuline dans le muscle
[Houseknecket al., 1998 ; Rydeet al.,2001 ; Henrickseet al.,2003]via une réduction des
lipides musculaires permettant ainsi une meillautisation du glucose [Henricksest al.,
2003] (Tableau 11). Cet effet a été spécifiqguematttibué a lisomére 1ifanslzcis,
l'isomere @is,11trans étant considéré comme métaboliguement neutre [tlkesen et al.,
2003]. Toutefois, chez la souris de souche C57Bkfvant pendant 28 jours un régime
contenant 1% de CLA, l'isomereti@ns12cis déclenche une atrophie du tissu adipeux qui
parait étre compensée par une hypertrophie st§awsiu foie [Clémentt al., 2002 ;

Degraceet al., 2003] conduisant & un syndrome de diabéte lipodgktque [Wanget al.,
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Tableau 11: Effets des CLA sur la résistance a l'insuline dreggmal et ’lhomme

Isomere utilisé Apport en Durée de Espéce Effets desL@ Références
CLA supplé mentation
1 tolérance glucose
mélange CLA commerce 1,5% ration 14 Rat ZDF 1 réponse insuline Houseknechet al., 1998
1 expression protéine aP2
1 insulinémie
CLA commerce 0 - 1% ration 39j souris AKR/J « glycémie De Lanyet al., 1999
9cis,11trans et 10trans,12cis 1 leptinémie (tendance)
1 insulino-résistance
CLA commerce 1% ration  4j- 8 mois souris | leptinémie Tsuboyama-kasaoka
9cis,11trans et 10trans,12cis C57BL/6J > glycémie et al., 2000
1 tolérance glucose
9cis,1itrans + 1Qrans,12cis 1,5% ration 14 Rat ZDF Ttrar?s.p'ort gluc?se muscle Ryderet al., 2001
1 activité glycogene synthase
1 UCP2 muscle et tissu adipeux
1 insulinémie
QC|S,1]Iran§ 0,4% ration 4 sem. Souris H glycemle. . . Clémentet al., 2002
10trans,12cis C57BL/6J 1 incorporation lipides dans le foie
1 lipogénese
905,111ran§ 0,5% ration 4 sem. sourisob/ob ljmgly.cend.emle Rocheet al., 2002
10trans,12cis 1 insulinémie
9cis,11trans + 1Qrans,12cis (1/1) | réponse au glucose
Scis, Lltrans 1,5% ration 21 Rengp IR AR Henrikseret al., 2003
10trans,12cis 1 transport glucose muscle
pas d'effet pour 9cis,11trans
| leptinémie (tendance)
mélange CLA commerce 1,5% ration 3 sem. Rat AIN-93G falble.corr.elatlon .entre ERIE Yamasaket al., 2003
et poids tissu adipeux blancs
| TNFo plasmatique (tendance)
CLA commerce 4,2 d) 4 sem. homme <« sensibilté insuline Riséret al., 2001
CLA commerce 4,2 dij 12 sem. homme sensllbl!rte S Smedmaret al., 2001
< glycémie
10trans,12cis 3,4 dj 12 sem. homme 1 résistance insuline Riséras al., 2002
1 pro-insuline et peptide C plasmatique
9cis,1ltrans 34d) 3 mois homme JEEE ] ST 1 Riséruset al., 2004

1 lipoperoxydation

(1 élévation,] réduction,— pas de modification)
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2004]. Cet effet paradoxal pourrait s'expliquer pks modifications de la leptinémie
[Yamasakiet al.,2000 ; Takahashet al.,2002] (Tableau 11). En effet, la leptine jouant un
réle important dans I'homéostasie glucidique, omtpgenser qu'une réduction de sa
concentration plasmatique modifie la sensibilitéliasuline [Kamoharaet al., 1999].
Toutefois, I'nyperinsulinémie provoquée par lisoené&Qrans12cis de CLA est réversible
suite a l'infusion continue de leptine, suggéramt action antagoniste de cette hormone a
celle des CLA [Tsuboyama-Kasaoka al., 2000]. D'autre part, plusieurs autres études ont
montré que l'isomere f@ns12cis provoque une augmentation de l'insulinémie et/oa u
insulino-résistance sans toutefois modifier la gme [Delanyet al., 1999 ; Tsuboyama-
Kasaokeet al.,2000 ; Clemenet al.,2002 ; Rochet al.,2002] (Tableau 11).

Chez I'Homme, une étude de Schneittal., (2003) a montré une amélioration de
I'insulino-résistance chez le diabétique de typarl'apport de 0,3 g/j disomerei§llirans
de CLA d'origine laitierevia une diminution des besoins insuliniques et deékastance a
I'insuline. Toutefois, plusieurs études montrerg tps supplémentations en CLA sous forme
de mélange d'isomeéres n'entrainent aucune modbficee la sensibilité a l'insuline [Risérus
et al., 2001 ; Smedma@& Vessby, 2001]. Des études plus récentes se sbtdessées aux
effets individuels des deux principaux isomeres GleA. Ainsi, lingestion pendant 12
semaines de 3,4 g/j disoméretrhns12cis de CLA par des sujets obéses entraine une
résistance a l'insuline [Riseras al.,2002], pouvant s'expliquer par une élévation dasurs
plasmatiques en pro-insuline et peptide C et ungmeutation du rapport pro-
insuline/insuline. Une seule étude rapporte lesteffde lisomere ¥s,1ltrans sur la
sensibilité a l'insuline. Ainsi, I'apport de 3gicide ruménique chez des sujets présentant une
obésité androide diminue la sensibilité a l'insilet augmente la peroxydation lipidique
[Riseruset al.,2004] ce dernier processus pouvant déclencheéraion de la signalisation
insulinique [Rudichet al.,1997 ; Tirosket al.,1999 ; Riserugt al.,2004].

En conclusion, contrairement aux effets bénéfiquastendus, les CLA semblent

avoir des effets néfastes sur la sensibilité asliine aussi bien chez I'animal modeéle que

chez 'hnomme, ceux-ci étant principalement attribolas a l'isomere 10trans,12cis.
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[l. 6. CLA et effets délétéres chez I'Homme

Face aux potentielles propriétés biologiques hé¢ués des CLA pour la santé
humaine, il est important de connaitre avec préciseurs possibles effets déléteres pour
I'Homme et, en conséquence, les doses a ne passdépa

Dans une étude menée chez des rats de race F&bhefapport (1,5% de la ration)
d'un mélange d'isoméres de CLAI@11ltrans et 1Qrans 12cis) pendant 36 semaines n'induit
aucune anomalie hématologique ou histopathologi§aameca, 1998]. De méme, O'Hagan
& Menzel (2003) ont conduit deux essais de mutaggeinévitro ainsi qu'un essai de toxicité
subchronique de 90 jours chez le rat afin d'évadm¢oxicité d'une préparation commerciale
disomeres de CLA (Clarinol®), mélange eéquipondédisomeres @&s1lirans et
10trans1Zcis. Cette étude n'a mis en évidence aucun effet raoiqge de la substanae
vitro. Par ailleurs, I'essai de toxicitévivo n'a révélé aucun effet adverse du Clarinol®, sauf
la dose la plus élevée (15% de CLA soit environgliy de poids corporel). Dans ces
conditions, les auteurs ont noté une hypertroplee ckllules hépatiques réversible aprés
l'arrét de la supplémentation ainsi qu'une augnientales teneurs plasmatiques en insuline
bien qu'aucun effet sur la glycémie n'ait été atgstContrairement a ces résultats, différents
effets déléteres ont pu étre mis en évidence dansddéle souris. Ainsi, l'apport d'un
mélange d'isomeres de CLA (1%) induit une hypehi®ptéatosique du foie [Tsuboyarmia
al., 2000 ; Clementt al., 2002 ; Degraceet al., 2003] et une induction de la résistance a
l'insuline [Delanyet al.,1999]. Cependant, ces effets déléteres sembldmhiser & la souris
puisque, chez la ratte ou le hamster, I'apportd¥é tle CLA dans la ration entraine, certes,
une augmentation du volume du foie mais, cetteiderrest liée a une hypertrophie des
cellules et non pas a une accumulation de lipides des hépatocytes [O'Hagan & Menzel,
2003].

Chez 'Homme, aucune étude de toxicité n'a réal@mté réalisée. Toutefois, certains
auteurs rapportent les risques potentiels de sopgpitations en CLA, ces risques semblant
dépendre de l'isomeére utilisé. Ainsi, l'apport atfiere 1@ransl2cis de CLA induit une
augmentation des marqueurs du stress oxydatifrGstgnes, prostaglandines urinaires) et de
I'inflammation (protéine C-réactive) [Basi al., 2000b ; Riserugt al.2002]. Par ailleurs,
I'apport alimentaire de cet isomere se traduiteédgaht par une augmentation de la résistance

a l'insuline pouvant étre associée a une augmentdé la glycémie, des teneurs plasmatiques

79



Etude bibliographique

en lipides et une diminution des teneurs en C-HRis¢ruset al.,2002, 2003, 2004 ; Kelley
& Erickson, 2003], I'ensemble de ces facteurs dmumaint a accroitre le risque de diabéte et de
maladies cardiovasculaires. D'autre part, des tesubastro-intestinaux et une asthénie ont

également été rapportés [Blanksiral.,2000].

En conclusion, outre les effets bénéfiques des Chldservés chez I'homme et chez
I'animal, il convient d'étre prudent quant a la desde CLA ingérée, notamment d’isomére
10trans,12cis puisque certaines études rapportemteffet délétere de cet isomere pour une

ingestion en quantité supérieure a 3 g/j.
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Animaux
Expérimentation 1 Expérimentation 2 Expérimentation 3 Expérimentation 4 Expérimentation 5
— — i i . :m

{

Bouvillons Vaches de réforme Vaches de réforme Taurillons Taurillons

Charolais x Salers Charolaises Holstein Charolais Charolais
Régimes
45% foin / 55% conc. 70% ens. mais / 30% conc. 70% ens. mais / 30% conc. 70% conc. / 30% paille  60% ens. mais / 40% corjc.
+/- +/- +/- +/- +/-
graines de lin extrudées graines de lin extrudées graines de lin extrudées graines de lin extrudées graines de lin extrudées
(4% de lipides) (4% de lipides) (4% de lipides) (4% de lipides) (4% de lipides)
Duree
70 jours 84 jours 84 jours 97 jours 97 jours
Muscles prélevés Longissimus thoracis
(entrecote)
Semi tendinosus
(rond de gite) _
Rectus abdormini Pectoralis transversus
ec ?Savet?(rer)“ nis (gros bout de poitrine)
. ) 9c,11
Analyses lipidigues des muscles mv oo
Extraction des lipides puis dosage o 11c,13t
des AG par chromatographie 10°CImin/” 215°C (42 min.) isfcis
en phase gazeuse 20°C/min 175°C (25 min.) A
Colonne CP Sil 88 . ' trans/trans
(100 m, 0,25 diam. interne) weEdsy - S Sec.
; 4 Chromatogramme des AG de la viande
Standard interne : C19:0 Programmation de la température du four (zone des CLA)

Figure 21: Schéma des cing expérimentations animales et ddgsas des lipides et AG (notamment CLA) de lad@n
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Les données bibliographiques présentées dans #pith précédent montrent

clairement que :

% la teneur en CLA dans les produits de ruminanfattment modulable en
fonction des conditions d’élevage des animaux,ogamment, des conditions d'alimentation.
Toutefois, les résultats des différentes études pariois controversés (modification plus ou
moins prononcée des teneurs en CLA), ce qui raffieildment explicable étant donné la

grande variabilité des facteurs liés aux animaux.

% la majorité des isomeres de CLA présents danaitielé ruminant provient
d’'une synthese endogéne au niveau de la glande raaenparA9 désaturation de l'acide
vaccénique. Toutefois, aucune donnée n’est dispondncernant la synthese tissulaire (autre
qgue ruminale) du CLA chez le bovin méale en croissarhormis certaines hypothéses

concernant un réle possible du tissu adipeux.

L les deux principaux isoméres de CLA de synthésds (dtrans et
10transl2cis) semblent posséder des propriétés bénéfiques fampes pour la santé
humaine. Toutefois, trés peu d'études se sont dss@es aux propriétés biologiques
potentielles des CLA présents dans les produitsudgnant, bien que ceux-ci contiennent

plus d’une vingtaine d'isomeres.

Dans ce contexte, il nous a semblé indispensadhs ¢h premiere partie de mon
travail de thésele déterminer avec précision les facteurs impliquédans la variation des
teneurs et de la composition en isomeres de CLA daita viande bovinepremiérement par
une approche descriptive et deuxiemement par un®epe métabolique. Dans le cadre de la
premiére approche, nous avons utilisé cing expdftatens animales mises en place dans le
laboratoire, trois ayant été déja initiées (Expéntations 1, 4 et 5) et deux ayant été mises en
place en collaboration avec D. Micol (URH, équipst®mes de Production) dans le cadre de
ma these (Expérimentations 2 et 3) (Figure 21).tdreeur et la composition en CLA de
I'ensemble des échantillons musculaires des cipgrarentations ont été déterminées par
analyse par chromatographie en phase gazeuse pantifger avec précision les différentes
familles d'isomeres de CLA§,transettrans,cis cis,cisettrans,trang. Grace a une analyse
statistique originale de I'ensemble des donnéesis navons pu mettre en évidence

I'importance d'une part, des facteurs liés a latitation (effet d'une supplémentation en
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Figure 22: Représentation schématique de la mise en surviexgants ddoie et des dosages effectués en fin d'incubal




Obyjectifs du travail de thése

lipides riches en acide linolénique, modulationste efficacité par la ration de base), et
d'autre part, des facteurs relatifs a I'animal geis la race, I'age et le sexe des animaux ainsi

que le type de muscle. Les résultats de cette éundl€objet de Igpublication n°1

D'autre part, afin de déterminer les voies métghek impliquées dans les variations
de teneur et de composition des différents isoméee€LA observées dans les muscles de
bovin, nous avons étudié la synthése de CLA a partir deakide vaccénique et son
devenir dans lefoie de ruminant, organe clé impliqué dans le remaniement et laeétéa
des acides gras utilisés au niveau périphériquéepdissus musculaires et adipeux. Ainsi, par
une approche expérimentale originale de mise enesdiexplants de foie de bovin incubés en
présence d'acide vaccénique ou d'acide ruméniogug deux marqués afC sur le carbone 1
(collaboration O. Loreau, CEA, Saclay) (Figure 2&)us avons pu quantifier i) l'intensité de
leur oxydation (totale par mesure du taux de, @gcrété et partielle par quantification des
substances solubles dans l'acide perchlorique s agtoniques), ii) leur bioconversion en
deérivés plus insaturés et plus longs (détectionchewmatographie en phase gazeuse couplée
a un radiodétecteur), iii) leur estérification (e@paration des lipides neutres et polaires par
chromatographie liquide basse pression sur cola®eeilice Sep Pack® activée par des
groupements amino-propyl) et iiii) leur taux deréfion sous forme de lipoprotéines de tres
faible densité (VLDL) quantifiees par ultracentghtion de flottaison. Les résultats
concernant la synthése du CLA a partir de l'acidecenique sont présentés dans la
publication n°2 et ceux concernant le métabolisme hépatique atgde ruménique font
I'objet de lapublication n°3

Nous avons ensuite étudiémpact de l'alimentation des animaux sur ces voie
métaboliques Pour cela, nous avons utilisé la méme technigquemide en survie d'explants
de foie pour étudier la synthése de CLA et son budteme dans le foie de bouvillons
recevant un régime témoin (45% foin, 55% concentné)le méme régime supplémenté avec
4% de lipides apportés sous forme de graine deulid’huile de lin directement perfusée dans
le duodénum afin d'éviter tout remaniement rumphed acides gras. Les résultats de cette

étude sont présentés dangpudlication n°4

La deuxieme partie de ce travail de thése a étsammée a I'étuddes propriétés
antiprolifératives de meélanges de CLA issus de laiande bovine sur des systemes de
culture de cellules humaines issues de difféerentdignées cancéreuses (sein, poumon,

colon, ovaire, prostate et peau).
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- Longissimus thoracis
- Pectoralis transversus

v
Lipides totaux(4 g)

Extraction lipidique
(selon Folch et al, 1957)

Transméthylation
(selon Sébédio et al, 1999)

Esters méthyllques d'acides g(EMAG, 3 g)
(2 a 3 injections / échantillon)

HPLC préparative Elimination
colonne : Lichroprep RP-18, 15-25 um N, | AGS courts
phase mobile : méthanol AGMI
débit : 150 ml/min AGPI longs

v
Fraction intermédiaire enrichie en CLA (300 - 500 mg)
(15 - 20 injections/ échantillon)

HPLC semi préparative Elimination

. 15:0 - 22:0
colonne : Nucléosil C18, 5um, 25 cmx10mm N—| 18:10.7

phase mobile : acétonitrile 20:1n-11 et n-9
debit : 4 ml/min ! 18:3n-3

Fraction semi purifiée de CLA (100 - 200 mg)
(5 - 10 plaques / échantillon)

CCM (SiO, + Nitrate d’argent) Eliminatoy
\ 16:0- 18:0
plague CCM 0.25mm (Merck) 18:1n-9 et 18:1 trans
AGNO3 10% Acétonitrile 20:0

solvant migration : toluéne

¥

Analyse des CLA par Fraction riche en CLA
CPG (colonne CPsil 88) (10 - 15 mg)

Figure 23: Les différentes étapes de purification des CLpagir de muscles de bovin et
leur analyse en chromatographie en phase gazeuse.

(AGMI : acides gras monoinsaturés ; AGPI : acidess goolyinsaturés ; AGS : acides
gras saturés ; CCM : chromatographie sur coucheeminCPG : chromatographie en
phase gazeuse ; EMAG : esters méthyliques d'agdes ; HPLC : chromatographie
liquide haute performance)
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Dans un premier temps, étant donné la complexiggndélanges naturels de CLA,
nous avons étudi@ vitro les propriétés antiproliférativesde molécules de CLA pures de
syntheseen collaboration avec O. Berdeaux, (Unité de NaofriLipidiqgue (UNL), INRA de
Dijon). Ainsi les propriétés antiproliférativee I'acide vaccénique ont été comparées a celles
des acide<is vaccénique et oléique, celles des isoméres inailéddde CLA (8is,11trans
Ocis,11cis, 9ransliltrans 1QranslZis et 1lkis 13rans) ont été comparées a l'acide
linoléique et les propriétés antitumorales desvéérconjugués des CLA ont été comparées a
celles de leurs homologues non conjugués (18:3018).2Les résultats de cette étude sont
présentés dans pblication n°a

Dans un deuxieme temps, nous avons étiatiépropriétés antiprolifératives de
mélanges riches en CLA issus de viande de boviRour ce faire, nous avons sélectionne,
suite au travail réalisé dans la premiere partiéhdse (publication 1), quatre échantillons de
viande différant par leur composition spécifiqueiszmmeres de CLA. La purification de ces
mélanges de CLA, effectuée au sein de I'Unité déritian Lipidique de I'INRA de Dijon
(collaboration J-M. Chardigny, P. Juanéda et J4bhé&glio), a nécessité des mises au point
complexes et la mise en place d’'une méthodologeigue étant donné la faible quantité de
CLA présente dans la viande. Il a ainsi été néaesdadapter la méthode d'extraction des
lipides et de méthylation des acides gras afinalevpir traiter une grande quantité de matiere
premiere (150 a 200 g de viande) et, d'autre plarréaliser la mise au point et I'emploi de
techniques de séparation des CLA par chromatogedpiide haute performance (HPLC)
préparative et semi préparative suivie de chromafdge sur couche mince imprégnée de
nitrate d'argent (Figure 23). La purification des ckactions n'a pas pu étre compléte
puisqu’une contamination par d'autres AG (40% @myin'a pas pu étre évitée. Ce travail de
purification étant réalisé, nous avons testé ssrn€mes lignées de cellules cancéreuses
humaines et dans les mémes conditions que précéeletes propriétés antiprolifératives
des acides gras totaux et des fractions enrichies €LA des quatre échantillons de
viande sélectionnésles résultats de cette étude sont rapportés daublication n°6.
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Publication n°1

Factors influencing proportion and composition of @A in beef.

A. De La Torre, D. Gruffat, D. Durand, D. Micol, V. Scislowski,
A. Peyron et D. Bauchart

Accepté pour publication dans Meat Science

Résumeé: La viande bovine est souvent critiquée d'un pdevue nutritionnel pour sa teneur
jugée trop élevée en lipides et en acides grasesagi monoinsaturésans. Toutefois, elle
représente, avec les produits laitiers, une somn@eure d'acide linoléique conjugué (CLA)
qui, par ses propriétés biologiques potentiellesavvis de pathologies séveres pour I'hnomme,
pourrait étre un atout en terme de valeur santdadeiande bovine. A partir de cing
expérimentations nutritionnelles sur bovins corehiitlans le laboratoire, la présente étude
avait pour objectifs de comparer l'impact des fartdiés aux animaux (race, age, sexe, type
de muscles) et aux conditions d'alimentation (ratle base, supplémentation lipidique) sur la
proportion et la composition en CLA dans les musades animaux. Parmi ces facteurs, la
supplémentation de la ration avec de la grainendest un moyen efficace pour augmenter la
proportion de CLA dans les muscles (+22 a +36%)raat fortement modulée par la nature
de la ration de base et par les facteurs intrirse@race, sexe/age, type de muscles) puisque
ces derniers peuvent modifier la proportion en Glafs le muscle de 24 a 47%. En outre, ces
facteurs modifient la proportion des isoméres deAQlis,trars par rapport aux isomeres
cis,cisettrans,trans Les propriétés biologiques spécifiques de cesielexr doivent donc étre
déterminéees avec precision afin de pouvoir appiddrdes conséquences de telles variations
sur la santé du consommateur.
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Abstract

Bovine meat is criticised for the bad nutritional image of its lipids and fatty acids. However, with dairy products, beef is the major
source of conjugated linoleic acid (CLA) which could have several human health benefits. The present study compared, from data of five
nutritional experiments on bovine animals performed by the laboratory, the impact of factors linked to the animals (breed, age, sex, type
of muscle) and to feeding conditions (basal diet, lipid supplements) on the CLA proportion and composition in muscles. Among these
factors, linseed supplementation was an efficient way to increase CLA proportion in beef (+22% to +36%) but was highly modulated by
the nature of the basal diet, and by intrinsic factors (breed, age/sex, type of muscle) since these ones could modulate CLA proportion in
beef from 24% to 47%. Moreover, these factors modified also the proportion of cis, trans-CLA, related to cis, cis- and trans, trans-isomers.
Specific biological properties of these latter isomers should be determine to understand the consequences of intramuscular CLA isomer

variations for the health of consumers.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Beef; Conjugated linoleic acid isomers; Diet; Breed; Gender; Age; Muscle

1. Introduction

The fatty acid (FA) composition of ruminant meat
has long been studied because of its implication in terms
of meat quality and nutritional value for consumers
(Wood et al., 1999). Indeed, beef is considered as a food
with an excessive fat content and notably a high propor-
tion of saturated fatty acids (SFA) which would contrib-
ute to several human diseases (Williams, 2000). Besides a
moderate total fat intake, human nutritionists are claim-

Abbreviations: CLA, conjugated linoleic acid; DM, dry matter; FA,
fatty acids; LT, longissimus thoracis; P/S, polyunsaturated/saturated fatty
acid ratio; PT, pectoralis transversus; PUFA, polyunsaturated fatty acids;
RA, rectus abdominis; SFA, saturated fatty acids; ST, semi tendinosus; VA,
vaccenic acid.

* Corresponding author. Tel.: +33 04 73 62 42 56; fax: +33 04 73 62 46
39.
E-mail address: gruffat@sancy.clermont.inra.fr (D. Gruffat).

0309-1740/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.meatsci.2005.11.025

ing for higher intake of polyunsaturated fatty acids
(PUFA) and especially » — 3 PUFA at the expense of
n—6 PUFA (Department of Health, 1994). PUFA/
SFA (P/S) and n — 6 PUFA/n — 3 PUFA are two impor-
tant FA ratios to consider for human nutrition. Gener-
ally, the recommended average values are <5 for n — 6/
n — 3 ratio (Department of Health, 1994) and 0.45-0.64
for P/S ratio (Wood et al., 1999). Consequently, there
is incentive for the production of meat containing
increased proportion of healthy FA such as PUFA (Sco-
llan et al., 2005) and conjugated linoleic acid (CLA) (Mir
et al., 2004).

CLA refers to a mixture of positional and geometric
isomers of linoleic acid with two conjugated double
bonds. The major source of CLA for humans are rumi-
nant products (Chin, Liu, Storkson, Ha, & Pariza, 1992)
with 24 isomers identified (Cruz-Hernandez et al., 2004),
the cis9, trans11-CLA isomer (rumenic acid) being the
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major isomer (more than 80% of total CLA) (Griinari &
Bauman, 1999). In recent years, CLA has received spe-
cial attention because of its potential beneficial properties
for human health (Belury, 2002). This explains that
numerous studies aim to increase the CLA content in
ruminant products (Mir et al.,, 2004; Parodi, 1999).
Amounts of CLA in beef which ranged from 1.2 to
12.5 mg/g fat (Raes, De Smet, & Demeyer, 2004) vary
mainly with feeding conditions (nature and quality of
forages, proportions between forage and concentrate, oil-
seed supplementations) (Mir et al., 2004), but intrinsic
factors such as breed (Choi, Enser, Wood, & Scollan,
2000) and sex and age of animals (Rule, Broughton,
Shellito, & Maiorano, 2002) have been proposed to mod-
ulate these variations. However, no study has clearly
determined the importance of such factors on the
amount and the distribution of CLA isomers deposited
in lipids of muscles.

In this context, the aim of this paper was to use experi-
mental data collected in our laboratory to determine the
relative importance of different factors involved in varia-
tions of CLA composition in beef such as the supplementa-
tion of diets with oleaginous seeds (linseeds), the
composition of the basal diet (corn silage vs. concentrate),
factors linked to animal (fatness, breed, sex, age) and the
type of muscles.

2. Materials and methods
2.1. Animals and management

The data presented in this paper are taken from five
experiments carried out in our laboratory in a time

frame of one year and conducted in a manner compati-
ble with the national legislation on animal care (Certifi-
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cate of Authorisation to Experiment on Living Animal,
No. 7740, Ministry of Agriculture and Fish Products).
All the animals used in the different experimentations
were raised/kept in similar pasture conditions before
the beginning of the experimental period. Animals from
experiments 1, 2 and 3 were slaughtered in the experi-
mental slaughterhouse of the research centre of INRA
(Saint Genes Champanelle, France) and animals from
experiments 4 and 5 were slaughtered in the slaughter-
house of Socopa (Mirecourt, France).

2.1.1. Experiment 1

This experiment was performed using 8 crossbred Cha-
rolais x Salers steers (492 + 27 day-old) having an initial
live weight of 469 + 26 kg. After an initial period of 15
days for adjustment on concentrate and hay, animals were
randomly divided into two groups (n =4 per group) on
the basis of their live weight and daily gain. They were
fed diets that differed by the level of lipid intake over
the experimental period of 70 days. Ingredients and fatty
acid composition of diets were given in Table 1. The con-
trol diet (diet CC) consisted of 45% of dry matter (DM)
from grass hay and 55% of DM from a concentrate.
The average composition of the concentrate mixture
was, per kg on a DM basis, 575 g corn seed, 240 g soy-
bean meal, 120 g dehydrated alfafa, 20 g cane molasses,
25g urea and 20 g vitamin and mineral mixture. The
experimental diet (diet CL) consisted of the same basal
diet supplemented with extruded linseed (4% of lipids in
diet DM) provided by Valorex (Combourtillé, France).
The two diets were adjusted to be isoenergetic and isonitr-
ogenous by decreasing the level of starch from concentrate
in the CL diet. Animals were managed in pair-feeding
conditions in order to reach 1.0-1.2 kg daily gain (2.95
Mcal/kg MS).

Table 1

Ingredients and fatty acid composition of treatment diets of the 5 experiments

Exp: Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5

Diets: cc* CL* csc* CSL* csc* CSL* cc* CL* csc* CSL*
Ingredients (% DM)

Grass hay 45 39 - - - - - - - -
Corn silage - - 70 70 66 70 - - 63 61
Straw — - - - - - 30 32 - -
Linseed - 14 - 14 - 14 - 14 - 11
Concentrate 55 47 30 16 34 16 70 54 37 28
Fat content 3.6 7.5 43 8.0 4.3 8.0 2.0 5.8 2.5 5.9
FA composition (% total FA)

14:0 1.0 0.9 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
16:0 22.8 20.3 14.9 14.1 14.7 14.1 15.2 14.0 15.5 14.4
18:0 2.8 2.8 2.1 2.3 2.1 2.3 2.1 2.1 1.6 1.7
18:1n —9 16.7 16.3 20.5 19.2 20.7 19.2 21.3 19.7 20.8 19.7
18:2n— 6 327 29.8 46.6 40.9 47.1 40.9 49.2 45.7 51.6 48.5
18:3n —3 15.7 22.1 8.0 16.2 7.7 16.2 5.6 13.3 6.1 12.0
Others 8.3 7.8 7.7 7.1 7.5 7.1 6.8 5.1 43 3.6

* CC, concentrate-based diet; CL, concentrate-based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM); CSC, corn silage-based diet; CSL, corn silage-

based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM).
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2.1.2. Experiment 2

Following an initial period of 15 days for adjustment to
a corn silage diet, 10 Charolais cullcows (6.2 &+ 2 years old)
were randomly housed in two distinct stalls (n = 5 per stall)
on the basis of their initial live weight (752 4+ 74 kg) and of
their body fat score (3 + 0.3) determined by manual palpa-
tion. Animals had ad libitum access to one of the two fol-
lowing diet treatments during the experimental period (84
days). The control diet (diet CSC) consisted on the kg
DM basis of 700 g of corn silage and 300 g of concentrate
(same composition as in experiment 1, Table 1). The exper-
imental diet (diet CSL) consisted of the basal diet supple-
mented with extruded linseed (4% of lipids, Table 1).
Diets were adjusted for the energy and nitrogen content
by decreasing the level of starch from concentrate in the
CSL diet to reach a mean daily gain of 1.3 kg/day
(2.53 Mcal/kg MS). All Charolais cullcows were slaugh-
tered at the final live weight of 840 + 72 kg and with a body
fat score of 4 £0.2.

2.1.3. Experiment 3

This experiment was managed in the same way than the
experiment 2. Following an initial 2-week period for adjust-
ment to a corn silage diet, 12 Holstein cullcows (6.0 + 2
years old) were randomly housed in two distinct stalls
(n=6 per stall) on the basis of their initial live weight
(600 & 55 kg) and of their body fat score (2.6 + 0.5). Ani-
mals had ad libitum access to the same diets than those used
in experiment 2 (CSC and CSL, respectively, Table 1) for an
experimental period of 70 days (2.54 Mcal/kg MS).

2.1.4. Experiment 4

Twenty Charolais bulls (358 + 47 day-old, initial live
weight: 530 + 34 kg) were used in this experiment. After
an adaptation period of three weeks on concentrate and
straw, the animals were randomly housed in two distinct
stalls on the basis of their live weight and of their age. Ani-
mals had ad libitum access to one of the two diets (Table
1): the control diet (diet CC, n = 6) consisting on the kg
basis DM of 700 g of concentrate and of 300 g of straw,
the experimental diet (diet CL, n = 14) consisting of the
same basal diet to which was added 4% of lipids given as
extruded linseeds. The concentrate feed contained, on the
basis of DM, 305 g wheat seed, 300 g corn seed, 114 g soy-
bean meal, 100 g barley seed, 93 g dehydrated alfafa, 62 g
cane molasses, 10 g of vitamin and mineral mixture, 10 g
bicarbonate sodium, 6 g carbonate. Diets were adjusted
for the energy and the protein content by decreasing the
level of starch from concentrate in the CL diet to reach a
mean daily gain of 1.6 kg/day for a mean average experi-
mental period of 97 days (3 Mcal/kg MS). Animals were
slaughtered at the final live weight of 675 4+ 29 kg.

2.1.5. Experiment 5

Twenty Charolais bulls (350 + 48 day-old, initial live
weight: 534 + 27 kg) were allocated for a mean average
experimental period of 97 days to two dietary treatments

(Table 1): a control diet (diet CSC, n = 6) consisting of
63% of DM from corn silage and of 37% of DM from a
concentrate, an experimental diet (diet CSL, n = 14) con-
sisting of the same control diet supplemented with 4% of
lipids provided from extruded linseeds (3 Mcal/kg MS).
Animals were slaughtered at the final live weight of
690 + 26 kg.

2.2. Lipid analysis

In the experiments 1, 2 and 3, four muscles [Longissimus
thoracis (LT, 12th—13th rib), Rectus abdominis (RA), Semi
tendinosus (ST) and Pectoralis transversus (PT)] were taken
from beef carcasses just after slaughtering. In the experi-
ments 4 and 5, only the RA muscle was taken after chilling
of the carcasses at 4 °C for 24 h. In all experiments, muscles
samples (approximatively 200 g), trimmed of subcutaneous
adipose tissue, were diced, packaged in 10 g portions and
stored at —20 °C until lipid analysis. Total lipids were
extracted from muscle samples (4 g) by chloroform/metha-
nol (2/1, v/v) according to the method of Folch, Lees, and
Sloane-Stanley (1957). Extraction and transmethylation of
FA into methyl esters (FAME) were realized at room tem-
perature by using sodium methylate (1 M) and boron triflu-
oride in methanol (14% vol/vol) according to the method
of Christie (2001). FAME composition was determined
by gas liquid chromatography (Peri 2100, Perichrom,
Saulx-les-Chartreux, France) using a glass capillary col-
umn (100 m lengh, 0.25 mm internal diameter, Varian,
USA) coated with CP SIL 88. The oven temperature was
initially at 70 °C for 30 s, and then subsequently increased
to 175 °C at a rate of 20 °C/min, held at 175 °C for 25 min,
then increased to 215 °C at a rate of 10 °C/min, and finally
held at 215 °C for 41 min; injector and detector tempera-
tures were set at 235 °C and 250 °C, respectively. Hydro-
gen, generated by Nicrocraft H, generator (Nitrocraft,
Herbignac, France), was used as the carrier gas (at a flow
rate of 1.1 ml/min). Chromatographic signals were ana-
lyzed by the Winilab II Chromatography Data System soft-
ware (Perichrom). Response coefficients were calculated for
each individual fatty acid by using the quantitative mix
C4-C24 methyl esters provided by Supelco (USA) and
total FA content was calculated by using the internal stan-
dard method (C19:0).

Values for CLA cis-9, trans-11 content include those of
CLA trans-7, cis-9 and CLA trans-8, cis-10 because the
complete separation of these CLA isomers was not possible
by GLC under our experimental conditions (Fritsche et al.,
2000). FA composition (saturated, monounsaturated and
polyunsaturated) is not detailed; only the P/S and n — 6/
n — 3 FA ratios are presented in tables. P/S ratio corre-
sponds to (18:2n — 6+ 18:3n — 3)/(12:0 + 14:0 4 16:0 +
18:0) and n — 6/n — 3 ratio was calculated as the ratio of
the sum of n — 6 PUFA (18:2n— 6+ 18:3n — 6 +20:2n
—6 +20:3n — 6 +20:4n — 6 + 22:4n — 6) on the sum of
n—3 PUFA (18:3n — 3 +20:3n — 3+ 20:52 — 3 + 22:5n
— 3 +22:6n — 3).
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2.3. Statistical analysis

All values were expressed as the mean values with the
standard error of the model (SEM). The effects of the dif-
ferent factors on beef CLA content such as factors linked
to the animal (fatness, breed, age, sex and type of muscles)
and feeding conditions (dietary lipid supplements, i.e., lin-
seed rich in linolenic acid, composition of the basal diet,
i.e., corn silage vs. concentrate) were tested by analysis of
variance (ANOVA) with the GLM procedure of SAS
(SAS Inst., Inc., Carry, NC). Comparisons between dietary
treatments (Control diet vs. Linseed diet) for each of the
five experiments were analyzed by using the Student’s 7 test
for unpaired data after verification of the normal distribu-
tion of data.

3. Results and discussion
3.1. Factors influencing beef CLA content

3.1.1. Influence of lipid supplements

Management strategies and, among them, feeding has
been shown to have strong effects on FA composition of
animal tissues (Demeyer & Doreau, 1999; Mir et al.,
2004). To determine the impact of dietary lipid supplemen-
tation on intramuscular composition of CLA, the effects of
linseed supplementations were investigated taking into
account the five experiments (for details see Section 2).

Table 2

Time of feeding differed in these different experiments
(from 70 to 97 days) but was probably superior to the min-
imal experimental feed time necessary to modulate fatty
acid composition in tissues. Indeed, previous studies
showed that, from 42 days of experimental diets (lipid sup-
plementations), the fatty acid composition of muscle tissues
is marked and does not vary significantly any more for
longer times of experimental diet (Griswold et al., 2003;
Mandell, Buchanan-Smith, Holub, & Campbell, 1997). In
experiments 1-3, beef CLA contents were compared in four
muscles (Longissimus thoracis, LT, Rectus abdominis, RA,
Semi tendinosus, ST and Pectoralis transversus, PT),
whereas in experiments 4 and 5, only the RA muscle was
analyzed. Total CLA contents (0.4-1.0% of total FA,
Table 2) in intramuscular beef fat were in the same range
than values previously reported (Enser et al., 1999; Mir,
Paterson, & Mir, 2000; Nurnberg et al., 2002; Raes et al.,
2004). Dietary lipid supplementation with linseeds
(expressed as “‘suppl.” in Table 2) resulted in a significant
increase of total CLA proportion in intramuscular fatty
acids (P < 0.01, Table 2) in agreement with previous studies
in bovines given diets enriched in n — 3 PUFA (linseed sup-
plement, grass or grass silage) (Bauchart, Gladine, Gruffat,
Leloutre, & Durand, 2005; Enser et al., 1999; French et al.,
2000). This increase resulted in a higher proportion of all
classes of CLA isomers, more particularly of cis,cis-CLA
isomers in Charolais cows experiment (experiment 2,
P <0.03). However, this effect was not observed in all

Effects of dietary linseed supplementation compared to basal diet on CLA proportions (% of total fatty acids), on CLA composition (% of total CLA) and

on some important nutritional ratios of intramuscular fat of animals

Animals: Exp. 1* Exp. 2% Exp. 3" Exp. 4® Exp. 58 SEM P effects (P=)

C x S steers Charolais cows  Holstein cows Charolais Charolais bulls

bulls

Diets: cc* CL* CSC* CSL* (Csc* CSL* cc* CL* csc* csL* Suppl.©  Exp.®  Suppl. x exp.

% total FA
Total CLA 0.72% 0.88°  0.56° 0.72°  0.46 0.40 1.02 0.99 0.67% 0.91°  0.07 0.009 0.001 0.014
CLA 9,11 0.45* 0.57°  0.49° 0.59°  0.38 0.32 0.77 0.71 0.53 0.68 0.06 0.070 0.001 0.313
>e,t CLA 0.54% 0.67°  0.52° 0.65°  0.39 0.34 0.85 0.77 0.58 0.74 0.06 0.058 0.001 0.013
> e,c CLA 0.10 0.11 0.02% 0.03°  0.03 0.03 0.07 0.09 0.04 0.10 0.02 0.024 0.001 0.584
>t CLA 0.08 0.10 0.02 0.04 0.04 0.03 0.10 0.13 0.05 0.07 0.01 0.059 0.001 0.105

% total CLA
>e,t CLA 75.0 76.1 92.9 90.3 84.8 85.0 83.3*  77.8°  86.6 81.3 3.51 0.212 0.001 0.570
> ¢,c CLA 139 12.5 3.6 4.2 6.5 7.5 6.9 9.1 6.0 11.0 2.57 0.237 0.001 0.912
>t,t CLA 11.1 11.4 3.6 5.6 8.7 7.5 9.8 13.1 7.5 7.7 2.18 0.540 0.001 0.245
P/SE _ 0.23 0.24 0.09% 0.12°  0.09 0.07 0.26 0.28 0.15% 0.24°  0.02 0.006 0.001 0.007
n—6/m—3" 313 236> 253  1.90° 236 177 4.22%  220° 4.19*° 1.8 022 0.001 0.001  0.001

C x S, Charolais x Salers.

2> Mean values with different superscripts were significantly different tested by Student’s 7 test for unpaired data (P < 0.05).
* CC, concentrate-based diet; CL, concentrate-based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM); CSC, corn silage-based diet; CSL, corn silage-

based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM).
A Muscles LT, RA, ST and PT were analyzed.
B Muscle RA was analyzed.

€ Effect of linseed supplementation compared to control diet (CC vs. CL or CSC vs. CSL).
D Effect of experiment including the nature of the basal diet and the factors linked to animals (fatness, breed, sex and age).

E Ratio of (C18:21n — 6 + C18:3n — 3)/(C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0).

¥ Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 6 + C20:2n — 6 + C20:3n — 6 + C20:4n — 6 + C22: 4n — 6)/(C18:3n — 3 4+ C20:3n — 3 + C20:5n — 3 + C22:5n — 3

+ C22:6n — 3).
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experiments since linseed supplementation increased the
proportion of total CLA in muscle fatty acids in experi-
ments 1, 2 and 5 (from 22% to 36%), whereas no change
was observed in experiments 3 and 4. This implied that
additional experimental factors (termed “Exp.” in Table
2), including the ingredient composition of basal diets
and the animal intrinsic factors (age, sex and breed) were
strongly involved in the modulation of CLA composition
in intramuscular fat (P <0.001 for the five experiments).
Moreover, the significant interaction noted between linseed
supplementation and experimental factors (presented as
“suppl. X exp.” in Table 2) on proportions of total CLA
and of cis, trans-isomers indicated that experimental factors
influenced the efficiency of the dietary supplementation to
enhance the CLA deposition in fat of muscles.

3.1.2. Influence of the basal diet composition (experiments 4
and 5)

The impact of the basal diet on beef CLA composition
(expressed as “diet” in Table 3) was investigated in RA
muscle by comparing the CLA composition of lipids in
bovines fed a diet consisting in straw/concentrate (30/70)
supplemented (CL) or not (CC) with extruded linseeds with
that of bovines fed a corn silage/concentrate diet (60/40)
supplemented (CSL) or not (CSC) with extruded linseeds.
Amounts of total CLA (P <0.02) as well as those of cis,
trans (P <0.06) and trans,trans-CLA isomers (P < 0.001)
were higher (on average +26%, +23% and +77%, respec-
tively) in the group given a diet rich in concentrate (70%)
than in the group given the low concentrate (40%) silage-

Table 3

based diet. This could be explained mainly because feeding
high concentrate diets reduces the intensity of ruminal
PUFA biohydrogenation (Doreau & Ferlay, 1994) favor-
ing the production of vaccenic acid (18:1Alltrans, VA)
available for CLA synthesis and its accretion in peripheral
tissues (Griinari & Bauman, 1999). Another explanation
would be an increase in tissue fat of 18:1A10trans with
the corn silage-based diet as previously observed in milk
fat by Ferlay, Capitan, Ollier, and Chilliard (2003). This
confirms the theory proposed by Bauman and Griinari
(2001) on 18:1A10trans pathway which would decrease
the yield of ruminal vaccenic acid and its availability for
CLA synthesis in tissues. The tendency of the interaction
(expressed as “‘suppl. x diet”, P =0.12) between linseed
supplementation and the level of concentrate in diet
observed in Charolais bulls (experiments 4 and 5), indi-
cated that the basal diet might modulate the efficiency of
the linseed supplementation to increase the proportion of
CLA deposited in intramuscular fat. Indeed, linseed sup-
plementation increased the proportion of total CLA (+
33.8%, P <0.05) in muscles of Charolais bulls fed a corn
silage-based diet low in concentrate (experiment 5, Table
3), whereas the same supplementation did not affect the
CLA proportion in intramuscular fat of Charolais bulls
fed diet rich in concentrate (experiment 4, Table 3). Among
possible hypothesis, dietary conditions (such as a concen-
trate rich diet) favoring CLA deposition in muscle and
fat tissues would reduce the extent of bioconversion of vac-
cenic acid into CLA by a mechanism of retroinhibition of
the activity of the stearoyl CoA desaturase (A9 desaturase)

Effects of the basal diet composition (30% straw/70% concentrate (CC and CL) vs. 60% corn silage/40% concentrate (CS and CSL)) on CLA proportions
(% of total fatty acids), CLA composition (% of total CLA) and some important nutritional ratios of intramuscular fat of animals

Animals: Exp. 4* Young Exp. 5* Young SEM P effects (P=)
Charolais bulls Charolais bulls
Diets: cc* CL* csc* CSL* Diet® Suppl.B Suppl. x diet
% total FA
Total CLA 1.02 0.99 0.67% 0.91° 0.08 0.021 0.251 0.116
CLA 9.r11 0.77 0.71 0.53 0.68 0.06 0.058 0.544 0.131
> et CLA 0.85 0.77 0.58 0.74 0.07 0.052 0.604 0.113
> e,c CLA 0.07 0.09 0.04 0.10 0.02 0.714 0.041 0.205
>t CLA 0.10 0.13 0.05 0.07 0.01 0.001 0.049 0.528
% total CLA
>e,t CLA 83.3% 77.8° 86.6 81.3 1.53 0.045 0.012 0.946
> e,c CLA 6.9 9.1 6.0 11.0 1.50 0.946 0.166 0.386
> t,t CLA 9.8 13.1 7.5 7.7 1.01 0.004 0.068 0.236
P/SP 0.26 0.28 0.15% 0.24° 0.02 0.001 0.006 0.136
n—6/n—3" 4.22% 2.20° 4.19* 1.82° 0.17 0.289 0.001 0.381

2> Mean values with different superscripts were significantly different tested by Student’s ¢ test for unpaired data (P < 0.05).
* CC, concentrate-based diet; CL, concentrate-based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM); CSC, corn silage-based diet; CSL, corn silage-

based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM).
A Muscle RA was analyzed.

B Effect of linseed supplementation compared to control diet (CC vs. CL or CSC vs. CSL).
€ Effect of the nature of the diet (30% straw/70% concentrate, CC and CL vs. 60% corn silage/40% concentrate, CSC and CSL).

D Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 3)/(C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0).

E Ratio of (C18:2n— 6+ Cl18:3n — 6+ C20:2n — 6 + C20:3n — 6 + C20:4n — 6 + C22:4n — 6)/(C18:3n — 3 + C20:3n — 3 + C20:51n — 3 + C22:5n —

3+ C22:6m — 3).
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(Griinari & Bauman, 1999). Indeed, it was shown that high
levels of CLA as well as of PUFA decrease the A9 desatu-
ration activity in both hepatic and adipose tissues either
directly or indirectly by decreasing its mRNA expression
(Ntambi, 1999; Park et al., 2000).

3.1.3. Influence of the factors linked to animals

The other factors which could modify the CLA content
in beef are intrinsic factors linked to animals (age, sex,
breed and type of muscles). Such factors influence fat depo-
sition (body fat score, BFS) which was only determined in
experiments 1-3 (Table 4). CLA content in beef was not
related to final body score, but was influenced more specif-
ically by the rate of fattening of animals (difference between
final and initial body fat score of animals: ABFS, Table 4).
Variations of ABFS modified significantly the level of CLA
in muscle FA, especially of cis9, trans11- (P <0.009) and
cis, cis- (P < 0.05) isomers. Intramuscular fat of steers with
a low ABFS (4+14%, experiment 1) contained a higher pro-
portion of CLA (4+25% and +86%) than that of animals
with a high ABFS (+38% and +90% in experiments 2
and 3, respectively). In the same way, linseed supplementa-
tion increased significantly the proportion of CLA depos-
ited in muscles only in animals with a low ABFS. These
results, not expected, showed clearly that the rate of CLA
deposition does not depend on the final body fat score of
animals but is favored only in conditions favoring a low
rate of fat deposition.

Table 4

Differences in fattening of bovine tissues are influenced
by the genotype, the sex and the age of animals (De Smet,
Raes, & Demeyer, 2004; Nurnberg, Wegner, & Ender,
1998). As presented in Table 5, the effects of these factors
(expressed as “type”) on the level of CLA in beef FA were
highly significant (P <0.001) and affected all classes of
CLA isomers (P < 0.005). Individual effects of age and of
sex of animals were not tested separately in our experimen-
tal conditions. When taken together, age and sex (Table 5)
influenced significantly total CLA proportion in intramus-
cular fat (P <0.004) and cis,cis- and trans,trans-CLA iso-
mer proportions (P <0.02 and P <0.001, respectively),
intramuscular fat of young Charolais bulls containing
higher proportions of CLA (on average +41%) than that
of mature Charolais cows. Sex has a large effect on fatness
of animals since, at equal slaughter weights, bulls are leaner
than steers, themselves being leaner than females as
reported earlier (Enser, 1991; Nurnberg et al., 1998). More-
over, the effect of breed was tested by comparing CLA pro-
portions present in lipids of LT, RA, ST and PT muscles of
Charolais and Holstein cows (Table 6). Intramuscular fat
of Charolais cows contained more total CLA than that
of Holstein cows (on average +47%, P <0.001), and espe-
cially more cis, trans-isomers (on average +55%, P < 0.001).
These effects could be explained by differences in the muscle
fat deposition as discussed above. However, it has been
previously reported that, even after corrections to remove
the effect of fatness, significant differences between breeds

Effects of the body fat score (BFS) and of the rate of fattening (ABFS) of bovines on CLA content (% of total fatty acids), CLA composition (% of total

CLA) and some important nutritional ratios of intramuscular fat of animals

Animals: Exp. 14 Exp. 22 Exp. 34 SEM P effects of BFS (P=) P effects of ABFS (P=)
C xS steers Charolais cows  Holstein cows
Diets: cc*t  cL* CcSC* CSL* (CSsc* csL* BFS  Suppl® BFSxsuppl. ABFS Suppl® ABFS xsuppl.
BFS 3.125 3125 3.88 4.20 3.35 3.50
ABFS"(%) +9.3  +19.3 +33.8 +424 +763 +105.9
% total FA
Total CLA 0.72*  0.88° 056 0.72°  0.46 0.40 0.07 0.249  0.040 0.143 0.105  0.037 0.279
CLA 9,111 0.45*  0.57°  0.49° 0.59°  0.38 0.32 0.05 0.200 0.041 0.312 0.009  0.072 0.014
et CLA 0.54*  0.67° 0.52*  0.65° 0.39 0.34 0.06 0.275  0.063 0.438 0.051  0.147 0.098
> ¢,c CLA 0.10 0.11 0.02*  0.03° 0.03 0.03 0.02 0.996  0.503 0.259 0.042  0.024 0.830
>t,t CLA 0.08 0.10 0.02 0.04 0.04 0.03 0.02 0.730  0.275 0.440 0.551  0.511 0.794
% total CLA
>t CLA 75.0 76.1 92.9 90.3 84.8 85.0 4.89 0.992  0.683 0.353 0.105  0.159 0.722
> e,c CLA 13.9 12.5 3.6 4.2 6.5 7.5 3.54 0.984 0.810 0.249 0.066  0.049 0.920
>t,t CLA 11.1 11.4 3.6 5.6 8.7 7.5 3.00 0919  0.702 0.911 0.781  0.962 0.572
P/S¢ 0.23 0.24 0.09*  0.12°  0.09 0.07 0.03 0.373  0.551 0.755 0.379 0978 0.869
n—6/n—3" 313 236" 253 1.90° 236 1.77 0.27 0.564  0.001 0.478 0.579  0.001 0.361

a5 Mean values with different superscripts were significantly different tested by Student’s ¢ test for unpaired data (P < 0.05).

* CC, concentrate-based diet; CL, concentrate-based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM); CSC: corn silage-based diet; CSL, corn silage-
based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM).
® Variation of body fat score (ABFS) = [(final BFS — initial BFS)/final BFS]x 100.
A Muscles LT, RA, ST and PT were analyzed.
B Effect of linseed supplementation compared to control diet (CC vs. CL or CSC vs. CSL).
€ Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 3)/(C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0).
D Ratio of (C18:2n — 6+ C18:3n — 6 + C20:2n — 6 + C20:3n — 6 + C20:4n — 6 + C22:4n — 6)/(C18:3n — 3 + C20:3n — 3 + C20:5n — 3 + C22:5n — 3

+ C22:6n — 3).
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Table 5

Effects of the type (breed, sex and age) and of the sex and age of animals on CLA proportions (% of total fatty acids), CLA composition (% of total CLA)
and some important nutritional ratios of intramuscular fat of animals

Animals: Exp. 2* Mature Exp. 3* Mature Exp.5* Young SEM P effects of type of animals P effects of sex and age of animals
Charolais cows Holstein cows Charolais bulls (P=) (P=)

Diets: CsC* CSL* CSC* CSL* Csc* csL* Type Suppl.®  Typexsuppl. Sex/age Suppl® Sex/age x suppl.
% total FA

Total CLA 0.48  0.65 0.48 0.42 0.67* 091> 0.07 0.001 0.071 0.125 0.004 0.012 0.633

CLA 9,111 047  0.53 0.42 0.37 0.53 0.68 0.05 0.005 0.313 0.267 0.105 0.106 0.440

>e,t CLA 0.48  0.59 0.44 0.38 0.58 0.74  0.06 0.002 0.231 0.226 0.071 0.056 0.694

> e,c CLA nd 0.03 0.005  0.002  0.04 0.10  0.02 0.001 0.088 0.280 0.013 0.050 0.517

> t,t CLA nd 0.03 0.03 0.04 0.05 0.07  0.01 0.004 0.128 0.760 0.001 0.069 0.593
% total CLA

>e,t CLA 100.0  90.8 91.7 90.5 86.6 81.3 275 0.001 0.026 0.508 0.001 0.010 0.299

> e,c CLA - 4.6 1.0 0.5 6.0 11.0 1.84  0.002 0.112 0.420 0.017 0.054 0.790

>t CLA - 4.6 6.3 9.5 7.5 7.7 1.92  0.015 0.084 0.543 0.002 0.052 0.140

P/S€ 0.07  0.10 0.09° 006> 0.15* 024> 001 0001 0410 0.001 0.001 0.002 0.078

n—6/n—3° 259 214 2.85 2.32 419 1.82° 0.8  0.007 0.001 0.001 0.003 0.001 0.001

&b Mean values with different superscripts were significantly different tested by Student’s ¢ test for unpaired data (P < 0.05).
* CSC, corn silage-based diet; CSL, corn silage-based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM).

A Muscle RA was analyzed.

B Effect of linseed supplementation compared to control diet (CSC vs. CSL).

€ Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 3)/(C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0).

D Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 6 + C20:2n — 6 + C20:3n — 6 + C20:4n — 6 + C22:4n — 6)/(C18:3n — 3 + C20: 3n — 3 + C20:5n — 3 + C22:5n — 3 +
C22:6n — 3).

Table 6
Effects of the animal breed on CLA proportions (% of total fatty acids), CLA composition (% of total CLA) and some important nutritional ratios of
intramuscular fat of animals

Animals: Exp. 2" Mature Exp. 3* Mature SEM P effects (P=)
Charolais cows Holstein cows
Diets: csc* CSL* csc* cSL* Breed® Suppl.B Suppl. x breed
% total FA
Total CLA 0.56° 0.72° 0.46 0.40 0.06 0.001 0.391 0.005
CLA 9,11 0.49* 0.59° 0.38 0.32 0.05 0.001 0.842 0.030
>e,t CLA 0.52% 0.65° 0.39 0.34 0.05 0.001 0.588 0.008
> e,c CLA 0.02% 0.03° 0.03 0.03 0.02 0.791 0.236 0.900
>t CLA 0.02 0.04 0.04 0.03 0.02 0.950 0.934 0.015
% total CLA
>e,t CLA 92.9 90.3 84.8 85.0 4.21 0.140 0.641 0.161
>e,c CLA 3.6 4.2 6.5 7.5 3.09 0.408 0.373 0.850
>t CLA 3.6 5.6 8.7 7.5 291 0.207 0.784 0.069
P/SP 0.09% 0.12° 0.09 0.07 0.01 0.001 0.597 0.001
n— 6/n—3F 2.53% 1.90° 2.36 1.77 0.23 0.153 0.001 0.820

2> Mean values with different superscripts were significantly different tested by Student’s ¢ test for unpaired data (P < 0.05).
* CSC, corn silage-based diet; CSL, corn silage-based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM).

A Muscles LT, RA, ST and PT were analyzed.

B Effect of linseed supplementation compared to control diet (CSC vs. CSL).

€ Effect of breed (mature Charolais cows, Exp. 2 vs. mature Holstein cows, Exp. 3).

D Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 3)/(C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0).

E Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 6 + C20:2n — 6 + C20:3n — 6 + C20:4n — 6 + C22:4n — 6)/(C18:3n — 3 + C20:3n — 3 + C20:51n — 3 + C22:5n — 3 +
C22:6n — 3).

occur for FA concentrations in intramuscular fat (Angus
vs. Simmental; Wagyu vs. Waguy X Limousin vs. Limou-
sin) (Laborde, Mandell, Tosh, Wilton, & Buchanan-Smith,
2001; Mir et al., 2002) and for CLA content in milk (Hol-
stein-Friesian vs. Montbeliarde vs. Normande) (Lawless,
Stanton, Devery, Dillon, & Murphy, 1999). In contrast,
no effect of breed on CLA content in muscle was reported

when two dairy breeds (Holstein vs. Montbeliarde vs. Nor-
mande) or two beef breeds (Wagyu vs. Limousin) were
compared (Laborde et al., 2001; Lawless et al., 1999; Mir
et al., 2002). However, stearoyl CoA desaturase and elong-
ase activities in muscles differed between beef and dairy
breeds (Jersey vs. Limousin) (Malau-Aduli, Siebert, Bot-
tema, & Pitchford, 1997; Malau-Aduli, Siebert, Bottema,
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& Pitchford, 1998) which could explain, at least in part, the
differences in muscle CLA content observed in our experi-
ments (Charolais and Holstein bulls or cullcows, Tables 5
and 6).

Differences in fat and CLA content between muscles
have also to be considered (Table 7). The type of muscles
strongly influenced proportions of total CLA (P <0.001)
and of all CLA isomer classes (P <0.01) in intramuscular
fatty acids. In ruminant muscles, it is know that CLA is
mainly associated to the triacylglycerol fraction (Bauchart
et al., 2005; Fritsche et al., 2000; Raes, De Smet, Balcaen,
Clayes, & Demeyer, 2003) which is linked to the fat content
of tissues (Ashes, Siebert, Gulati, Cuthbertson, & Scott,
1992). Consequently, when CLA content was expressed in
quantity (mg/g tissue), RA and LT muscles contained more
CLA than ST and PT muscles (data not shown) since the
two first muscles were the fattiest (Table 7). However, the
high proportion of triacylglycerol in muscles is also associ-
ated with higher amounts of SFA (Raes, Haak et al., 2004)
as reflected by the P/S ratio presented in Table 7, leading to
a dilution of the CLA proportion. Thus, when CLA content
was expressed in proportion (% of total FA), ST and PT
muscles contained higher proportions (on average +24%)
of CLA than RA and LT muscles. Moreover, estimation
of Stearoyl CoA desaturase activity by the desaturase index
developed by Malau-Aduli et al. (1997, 1998) led to higher
values in ST and PT muscles than in LT and RA muscles
(data not shown) which could explain, at least in part, dif-
ferences in proportion of CLA isomers between muscles.

In conclusion, extrinsic factors such as basal diet com-
position and lipid supplements and factors linked to animal
such as the type of animal (including the breed, the sex and
the age of animal) are of major importance for the propor-
tion of CLA in intramuscular fat of bovines. The greatest
proportion of CLA occurred in lean muscles of young
males from beef breed fed a diet rich in concentrate supple-
mented or not with linseeds, the efficiency of such condi-
tions depending on the initial amount of CLA and of
PUFA in muscles.

3.2. Factors influencing composition of beef CLA isomers

The biological properties, especially anticancer proper-
ties, of bioformed CLA isomers in milk vary mainly with
the proportion of cis, trans- cis,cis- and trans, trans-isomers
(Miller, Stanton, & Devery, 2002). Moreover, comparison
of antiproliferative activities of different CLA isomers pres-
ent in beef on a set of human tumour cells demonstrates that
all CLA isomers possess antiproliferative properties, the
9t,11t isomer being the most active (De La Torre et al.,
2005). In the same way, CLA mixtures extracted from beef
can inhibit proliferation of human cancer cells, a high con-
tent in cis, trans isomers leading the maximal antiprolifera-
tive effect (De La Torre et al., in press). In this context, it
appears important to determine the variations of the distri-
bution of CLA isomers in beef since these proportions could
influence the biological properties of bioformed CLA.

Dietary supplementation with linseeds did not modify
the distribution of CLA isomers (expressed as % of total
CLA) in intramuscular FA of animals in our five experi-
ments, whatever the type of animals and muscles (Table
2). These results confirmed recent data reported by Gillis,
Duckett, and Sackmann (2004) in beef cattle given corn
oil supplement. In contrast, there was an important impact
of additional experimental factors linked to the composi-
tion of basal diet and to animals on the proportions of
CLA isomers (Table 2, P <0.001). Intramuscular fat of
animals fed a concentrate-based diet (experiment 4, Table
3) presented a proportion of trans,trans-CLA isomers 1.4-
fold higher (P <0.004) than that of animals fed a corn
silage-based diet (experiment 5) to the detriment of the pro-
portion of cis, trans isomers (on average 80.9% vs. 83.3% of
total CLA in experiments 4 and 5, respectively, P < 0.05).
The influence of the basal diet on the CLA isomer profile
in muscles was studied very little except for studies of Teter
et al. (1999) and Piperova et al. (2000) on milk fat and of
Dannenberger et al. (2004) and Nurnberg et al. (2002) on
beef fat. However, in all these studies, authors compared
pasture vs. concentrate-based diets and not concentrate-
vs. corn silage-based diets as in the present experiments.
However, the variations observed here could be the result
of modifications of rumen FA biohydrogenations which
are affected by the feed intake, the composition of the basal
diet and the type and the amount of dietary FA (Choui-
nard et al., 2001; Latham, Sharpe, & Sutton, 1971; Piper-
ova et al., 2000) which regulate the amount and the
activity of the bacterial population in the rumen. The con-
sequences are modifications in the rate of production of
CLA (especially of different cis and frans octadecenoic
acids), of their utilization by ruminal microbes and of their
availability for CLA formation in peripheral tissues (Grii-
nari & Bauman, 1999).

Among factors related to the animals, the body fat score
at the end of the experimental period (BFS) did not alter
the distribution of the different CLA isomers deposited in
muscle fats (Table 4). Only the difference between final
and initial body score (ABFS, Table 4) slightly modulated
the proportion of cis, cis-CLA isomers accumulated in mus-
cles (P <0.07), the proportion of these isomers being
higher in animals with a low ABFS (Charolais x Salers
steers) than in those with a high ABFS (Charolais or Hol-
stein cullcows). In contrast, the effect of breed, age and sex
of animals was highly significant on the proportion of cis,
trans-, cis,cis- and trans,trans-isomers in RA muscle
(P<0.001, P<0.002, P<0.02, respectively, Table 5),
mature cullcows possessing around 1.2-fold higher propor-
tion of cis,trans isomers compared with young bulls.
Among these intrinsic factors, the joint effect of the sex
and the age, obtained by comparison of Charolais mature
cows (experiment 2) with Charolais young bulls (experi-
ment 5), significantly influenced the proportions of cis,
trans-, cis,cis- and trans,trans-CLA isomers in muscle
lipids (Table 5). Intramuscular fat of young males pre-
sented greater proportions of cis,cis- (3.7, P <0.02) and



Table 7

Effects of the type of muscles (Longissimus thoracis, LT; Rectus abdominis, RA; Semi tendinosus, ST and Pectoralis transversus, PT) on CLA proportions (% of total fatty acids), CLA composition (% of total CLA) and some

important nutritional ratios of intramuscular fat of animals

Animals: Exp. 2 mature Charolais cows Exp. 3 mature Holstein cows SEM P effects (P=)
Muscles: LT RA ST PT LT RA ST PT
Diets csc* CSL* csc* CSL* csc* CSL* csc* CSL* csc* CSL* csc* CSL* csc* CSL* csc* CSL* Tissue Suppl.* Tiss. x
suppl.
2/100 g fresh tissue
Total lipids 4.47 3.96 5.26 3.10 2.09 1.88 3.77 2.53 5.00 6.20 4.80 5.80 3.20 2.90 4.70 4.70
% total FA
Total CLA 0.44 0.61 0.48 0.63 0.56 0.67 0.78 0.78 0.39 0.29 0.48 0.45 0.46 0.49 0.50 0.44 0.06 0.001 0.557 0.793
CLA ¢9,¢11 0.39 0.53 0.47 0.50 0.40 0.45 0.68 0.63 0.36 0.29 0.42 0.41 0.35 0.38 0.39 0.31 0.05 0.015 0.849 0.498
> et CLA 0.41 0.55 0.48 0.56 0.49 0.55 0.71 0.71 0.36 0.29 0.44 0.41 0.35 0.40 0.42 0.32 0.05 0.001 0.565 0.438
> e,e CLA nd 0.02 nd 0.03 0.02 0.03 0.05 0.04 0.01 nd 0.01 nd 0.03 0.06 0.04 0.08 0.02 0.010 0.437 0.995
> t,t CLA 0.03 0.04 nd 0.04 0.05 0.09 0.02 0.03 0.02 nd 0.03 0.04 0.08* 0.03° 0.04 0.04 0.02 0.007 0.991 0.205
% total CLA
>t CLA 93.2 90.2 100.0 88.9 87.5 82.1 91.0 91.0 92.3 100.0 91.7 91.1 76.1 81.6 84.0 721 4.26 0.005 0.383 0.616
> e,c CLA nd 33 nd 4.8 3.6 4.5 6.4 5.1 2.6 nd 2.1 nd 6.5 12.2 8.0 18.2 3.20 0.017 0.313 0.997
>t CLA 6.8 6.6 nd 6.3 8.9 13.4 2.6 3.8 5.1 nd 6.3 8.9 17.4* 6.1° 8.0 9.1 2.88 0.014 0.749 0.657
p/s® 0.07 0.08 0.07 0.10 0.14 0.17 0.10* 0.15° 0.07 0.05 0.09 0.06 0.11 0.09 0.09 0.10 0.01 0.001 0.455 0.470
n—6/n—3° 2.88% 2.10° 2.59 2.18 2.07 1.65 2.59% 2.07° 3.15% 1.69° 2.85 2.42 1.59 1.46 1.95 1.58 0.22 0.001 0.001 0.052

nd, non detected.

a5 Mean values with different superscripts were significantly different tested by Student’s ¢ test for unpaired data (P < 0.05).
* CSC, corn silage-based diet; CSL, corn silage-based diet supplemented with linseeds (4% of diet DM).

A Effect of linseed supplementation compared to control diet (CSC vs. CSL).

B Ratio of (C18:2n — 6 4+ C18:3n — 3)/(C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0).

€ Ratio of (C18:2n — 6 + C18:3n — 6 + C20:2n — 6 + C20:3n — 6 + C20:4n — 6 + C22:4n — 6)/(C18:3n — 3 + C20:3n — 3 + C20:5n — 3 + C22:5n — 3 + C22:6n — 3).
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trans, trans-isomers (x3.6, P <0.002) than that of mature
cows which contained, in turn, higher proportions of cis,
trans-isomers in (+14.5%, P <0.001). Such differences
might be explained, either, by a variability of the bacterial
population between animals, or by disruptions of intestinal
transit or by differences in dietary intake. In contrast, the
breed did not have any impact on the proportion of CLA
isomers present in lipid of muscles (Table 6). The type of
muscles (Table 7) also modulated the proportions of cis,-
trans-, cis,cis- and trans,trans-CLA isomers in beef fat
(P <0.005, P<0.02 and P <0.02, respectively), ST and
PT muscles containing higher proportions of cis,cis (X5)
and trans, trans (+61.2%) isomers than RA and LT muscles
to the detriment of cis, trans isomers (—12.2%).

In conclusion, several factors could influence the pro-
portion of CLA isomers in beef fat, the type of animals
including sex/age of animals and the type of muscles and
the nature of the basal ration being of major importance.
The greatest proportion of cis, trans-isomers to the detri-
ment of others occurred in the fattiest muscles of mature
cows fed a diet rich in corn silage.

4. Conclusions

The proportion of CLA in ruminant products is depen-
dent on the ruminal formation of both vaccenic acid and
CLA and on the tissue ability to desaturate vaccenic acid
into CLA. Extrinsic (lipid supplementation, nature of the
basal diet) and/or intrinsic (breed, age and sex of animals
and type of muscles) factors influence the amount but also
the composition of CLA isomers deposited in beef fat. In
our experiments, lipid supplements with oleaginous seeds
(i.e., linseeds) were an effective way which could induce
an increase of CLA proportion in beef from 22% to 36%.
But the efficiency of this intervention was highly dependent
on other factors, such as the nature of the basal diet which
could influence the proportion of CLA of about 26%, and
others factors such as breed, sex and age of animals, as well
as the type of muscle which could modulate the CLA pro-
portion in beef of about 47%, 41% and 24%, respectively.
These results showed for the first time that the whole of
these factors must be taken into account within a frame-
work of development of strategies of breeding aimed at
increasing the CLA content in beef. These results must be
completed to develop a tool of modelling making it possi-
ble to anticipate the variability of the distribution of CLA
in the bovine muscles, since it has been previously demon-
strated that such distribution is not further modified by
preserving and cooking of meat (Bauchart, Durand, Tho-
mas and Peyron, unpublished data). Moreover, further
investigations are necessary to determine with precision
the biological activities (as anticancer properties, De La
Torre et al. (2005), De La Torre, Debiton, Juanéda et al.
(in press)) of cis,cis- and trans,trans-isomers compared to
those of cis9, trans11-CLA isomer since the distribution
of CLA isomers can be altered.
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Résumeé: Le métabolisme hépatique de l'acide vaccénig®, (et plus particulierement sa
conversion en CLA, ont été étudiés chez le bowim{nant producteur de CLA) et chez le rat
(modéle de monogastrique) en utilisant la techniguétro d'explants de foie maintenus en
survie. Les échantillons de foie ont été prélew#sdes animaux nourris (5 rats males Wistar
et 5 beeufs Charolais) et incubés a 37°C pendahtsbus atmosphere 95%/6% CQ dans

un milieu supplémenté avec 0,75 mM d'un mélang&da55 uM de [14CJAV. Le captage
de I'AV est environ 6 fois plus faible par les ek de foie de bovin que de rat (P < 0,01).
Pour les 2 espéeces, I'AV oxydé partiellement repriesenviron 20% de I'AV incorporé dans
les cellules. La structure chimique de I'AV n'eas pnodifiée dans les cellules hépatiques de
bovin, alors que chez le rat, 3,2% de I'AV sontveshs en 16:0 et seulement 0,33% en CLA.
Le taux d'estérification de I'AV est similaire pdas 2 especes (70-80% de I'AV incorporé).
La sécrétion d'AV sous forme de VLDL est trés faibhez le rat et le bovin (environ 0,07%
de I'AV incorporé). En conclusion, les caractégisés du métabolisme hépatique de I'AV sont
identiques chez le rat et le bovin, le foie n'éfaad impliqué dans la conversion tissulaire de
I'AV en CLA malgré sa capacité importante a désgatles AG en particulier chez le rat.
Ceci indique que la synthése endogene de CLA doit dieu exclusivement au niveau des
tissus périphériques.
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ABSTRACT: Hepatic metabolism of vaccenic acid (VA), espe-
cially its conversion into CLA, was studied in the bovine (rumi-
nant species that synthesizes CLA) and in the rat (model for non-
ruminant) by using the in vitro technique of liver explants. Liver
tissue samples were collected from fed animals (5 male Wistar
rats and 5 Charolais steers) and incubated at 37°C for 17 h under
an atmosphere of 95% O,/5% CO, in medium supplemented
with 0.75 mM of FA mixture and with 55 uM [1-"*C]VA. VA up-
take was about sixfold lower in bovine than in rat liver slices (P <
0.01). For both species, VA that was oxidized to partial oxidation
products represented about 20% of VA incorporated by cells. The
chemical structure of VA was not modified in bovine liver cells,
whereas in rat liver cells, 3.2% of VA was converted into 16:0
and only 0.33% into CLA. The extent of esterification of VA was
similar for both animal species (70-80% of incorporated VA). Se-
cretion of VA as part of VLDL particles was very low and similar
in rat and bovine liver (around 0.07% of incorporated VA). In
conclusion, characteristics of the hepatic metabolism of VA were
similar for rat and bovine animals, the liver not being involved in
tissue VA conversion into CLA in spite of its high capacity for FA
desaturation especially in the rat. This indicates that endogenous
synthesis of CLA should take place exclusively in peripheral tis-
sues.
Paper no. L9672 in Lipids 40, xxx—xxx (March 2005).

Trans FA (TFA) are mainly found in ruminant fats (dairy prod-
ucts, bovine and lamb meat) as a result of the hydrogenation
and trans isomerization chain reaction of dietary PUFA by
rumen bacteria. They are also found in shortenings and table
spreads, produced by industrial catalytic hydrogenation of veg-
etable oils. Trans positional isomers in fats originating from in-
dustrial hydrogenation, where a mixture of isomers is found,
differ somewhat from those in fats derived from ruminant fer-
mentation, which result in a predominance of vaccenic acid
(VA, 18:1 trans11) (1). Evidence suggests potentially adverse
effects of TFA on the risk of coronary heart disease (2,3). How-
ever, VA is also a precursor of CLA, which is believed to pos-
sess important beneficial properties for human health, as sug-
gested from experiments using different animal models (4).
Conversion by desaturation of VA to CLA takes place in tis-
sues of ruminants where the A9-desaturase enzyme (EC
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Abbreviations: ASP, acid-soluble products; PL, phospholipids; TFA, trans
FA; TG, triacylglycerols; VA, vaccenic acid.
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1.14.99.5) is expressed, i.e., mammary gland in the lactating
ruminant and adipose tissue in the growing ruminant (5,6).
Moreover, endogenous synthesis of CLA from VA, based on
the increase of CLA concentration in either serum, adipose tis-
sue, or milk observed with diets supplemented with VA, also
has been shown in mice (7,8), rats (9,10), pigs (11), and hu-
mans (12-14).

In considering suggested properties of VA, which may be
either deleterious (risks of coronary heart disease) or beneficial
(precursor of CLA), it is important to determine with precision
the metabolic fate of VA in the ruminant (as a species that pro-
duces CLA) and the rat (as an animal model of nonruminant
species). Among the different tissues and organs that are in-
volved in FA metabolism, the liver appears to play a central
role in lipid metabolism (15). Indeed, once in the liver, FA can
be either extensively or partially oxidized in mitochondria to
produce energy and generate CO, and ketone bodies, or esteri-
fied into triacylglycerols (TG), phospholipids (PL), and choles-
terol esters in the cytoplasm. The alternative fate of TG in the
liver is their exportation in the blood circulation as part of par-
ticles of VLDL (15,16). Previous studies using the in vitro
method of incubated liver slices have demonstrated that hepatic
FA metabolism varies with either the nature of FA (17,18) or
the animal species (19). No data are available on hepatic me-
tabolism of TFA except for a study by Guzman et al. (20), who
have shown that elaidic acid is preferentially oxidized in rat he-
patocytes, whereas oleic acid is preferentially esterified, indi-
cating that double bond configuration of FA may also affect the
metabolic fate of FA.

In this context, the aim of our study is to compare, by using
the in vitro method of incubated liver slices, characteristics of
hepatic metabolism of VA in the bovine with that of the rat. For
this purpose, we determined the relative intensity of the differ-
ent successive pathways of the hepatic VA metabolism, i.e., up-
take, oxidation, bioconversion and esterification, and finally its
secretion as part of VLDL particles.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals and materials. The medium for incubation of liver
slices (RPMI-1640), BSA free of FA, glutamine (300 mg/L),
FA, and an antibiotic-antimycotic cocktail (penicillin, 100
U/mL; streptomycin, 0.1 mg/mL, amphoterine B 0.25 pg/mL)
were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO). Tri
[9,10 *H]olein (185 MBg/mL) and 1,2 dipalmitoyl L-3-phos-
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phatidyl[N—methyl—3H]choline (37 MBg/mL) were purchased
from Amersham International (Bucks, United Kingdom). [1-
4CIVA (1.97 GBg/mmol) was graciously provided by the
Atomic Energy Centre (Saclay, Gif/Yvette, France). Hyamine
hydroxide was purchased from ICN Biochemicals (Irvine,
CA). Perchloric acid and organic solvents (chloroform,
methanol, propanol, diethyl ether, acetic acid) were purchased
from Polylabo (Paris, France). Ready Safe® scintillation cock-
tail was purchased from Beckman Instruments (Fullerton, CA).
Plastic Petri dishes for organ culture were purchased from
Beckton Dickinson (Cockeysville, MD). Plastic center wells
were purchased from Kontes (Vineland, NJ) and aminopropyl-
activated silica Sep-Pak® cartridges were purchased from Wa-
ters (Milford, MA).

Tissue preparation and liver slice incubation. All experi-
ments were conducted in a manner compatible with national
legislation on animal care (Certificate of Authorisation to Ex-
periment on Living Animal no. 7740, Ministry of Agriculture
and Fish Products, Paris, France). Five male Wistar rats (age
16 = 1 wk) were fed ad libitum a standard chow diet and al-
lowed free access to water. In the same way, five Charolais
steers (age 25 + 1 mon; live weight 713 + 39 kg) were fed a
conventional diet (hay and cereal concentrate, 45 and 55% dry
matter, respectively). Liver tissue samples were taken from rats
under general anesthesia (diethyl ether) and from steers just
after slaughtering. Then, liver samples were quickly rinsed of
blood in an ice-cold saline solution (NaCl, 9 g/L), connective
tissue was trimmed, and liver samples were cut into 0.5-mm
slices. Approximately 200-mg portions of fresh liver were
placed on stainless grids positioned either on a plastic organ
culture Petri dish (for quantification of FA bioconversion, es-
terification, and secretion) or in a 25-mL flask equipped with
suspended plastic wells (for measurement of specific CO, pro-
duction) in the presence of RPMI-1640 medium (0.9 mL per
dish and 1.4 mL per flask) supplemented with the antibiotic-
antimycotic cocktail. Liver samples were placed under a water-
saturated atmosphere (95% O, and 5% CO,) for 3 h at 37°C to
deplete hepatic cells with intracellular FA. The medium was
then replaced with similar fresh medium containing a mixture
of FA (21) representative in composition and concentration of
bovine plasma nonesterified FA [0.75 mM final concentration,
which consisted of caprylic acid (16 uM), capric acid (16 uM),
myristic acid (58 uM), palmitic acid (200 uM), stearic acid
(220 uM), oleic acid (213 uM), and linoleic acid (26 uM)] in
addition to [1-]4C]VA (55 uM) complexed with BSA (FA/al-
bumin molar ratio 4:1). Kinetic experiments have been per-
formed to verify the correct viability of liver slices until 24 h
(17). Consequently, liver slice incubations were stopped after
17 h of labeling: briefly, media (2.5 mL) were collected and
liver slices were washed with 2 mL of buffered solution (KCl,
0.4 g/L; Na,HPO4, 0.60 g/L; NaH,PO,, 0.2 ¢/L; pH 7.4; and
D-glucose 2 g/L) before their homogenization with a Dounce
homogenizer in 2 mL of 0.25 mM Tris-HCI (pH 8.0) and 50
mM NaCl (pH 8.0).

Determination of FA oxidation. CO, excreted in the atmos-
phere by liver cells was complexed with hyamine hydroxide
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(500 pL) placed into suspended plastic center wells inside
flasks at the beginning of the incubation as described earlier
(19). After 17 h of incubation, wells were introduced into scin-
tillation vials containing 4 mL of Ready Safe scintillation cock-
tail for radioactivity quantification. The production of ketone
bodies was estimated according to the method of Graulet et al.
(19). Briefly, cell homogenates (250 uL) and media (500 uL)
were treated for 20 min at 4°C with ice-cold perchloric acid
(0.2 mM final). After centrifugation for 20 min at 4°C at 1,850
X g, an aliquot of supernatant containing the acid-soluble prod-
ucts (ASP) (mainly ketone bodies) was introduced into a scin-
tillation vial and the radioactivity was counted.

Determination of FA bioconversion. Total liver lipids were
extracted according to the method of Folch et al. (22), and their
corresponding FA were liberated and methylated by trans-
methylation at room temperature according to the method of
Christie et al. (23). FAME containing ['*C]JFAME were ana-
lyzed by GLC using an HP 5890 series II gas chromatograph
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA), equipped with a splitless in-
jector and a fused Stabilwax wide-bore silica column (60 m X
0.53 mm i.d.; 0.50 um film thickness; Restek, Evry, France).
The outflow from the column was split between an FID (10%)
and a copper oxide oven heated at 700°C to transform the
["*C]FA into CO, (90%). Radioactivity was quantified with a
radiodetector (GC-RAM) (Lablogic, Sheffield, United King-
dom) by counting 14CO2 after its mixing with a 9:1 ratio of
argon/methane, as previously described (24). Data were com-
puted using Laura software (Lablogic).

Determination of FA esterification into neutral and polar
lipids. Total liver lipids were extracted according to the method
of Folch et al. (22) after addition of a standard (nonradioactive)
liver homogenate (850 UL containing approximately 10 mg of
lipids) as a lipid carrier and of [3H]trioleylglycerol (67 Bq) and
[*HIPC (100 Bq) as internal TG and PL standards (19). Neu-
tral and polar lipids were separated by affinity-LC with amino-
propyl-activated silica Sep-Pak® cartridge according to
Kaluzny et al. (25). They were directly collected into scintilla-
tion vials, evaporated to dryness under an air stream, and
counted for radioactivity.

Hepatic secretion of VLDL. Newly secreted ["“CIVLDL
were purified by ultracentrifugation according to Graulet et al.
(19). Hence, the medium (3 mL) previously supplemented with
purified plasma bovine VLDL (0.3 mg of VLDL-TG per 12-
mL tube) as a carrier for VLDL during ultracentrifugation was
adjusted to the density of 1.063 g/L with potassium bromide
and overlaid with 9 mL of saline solution. VLDL particles were
isolated by ultracentrifugal flotation at 100,000 x g for 16 h at
15°C in a Kontron Centrikon T-2060 ultracentrifuge equipped
with a TST 41-14 rotor (Kontron, Ziirich, Switzerland). Two
milliliters was collected at the top of each tube and recen-
trifuged under the same conditions, except that pure albumin
(50 mg/tube) was added to remove traces of free [14C]FA ad-
sorbed onto VLDL particles. Finally, purified VLDL (2.5 mL)
were counted for radioactivity in scintillation vials.

Statistical analysis. Values are expressed as means = SEM
for the five independent experiments per each animal species.
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Comparison of means between animal species was tested by
using the Student’s #-test for unpaired data.

RESULTS

VA uptake. The amount of VA taken up by the hepatocytes of
rat and bovine animals (expressed in nmol per g fresh tissue)
corresponded to the sum of FA incorporated into the hepatic
lipids (neutral and polar lipids) plus FA oxidized into ASP in
the homogenate plus FA oxidized to CO, and subsequently ex-
creted to the atmosphere. After 17 h of incubation, hepatic up-
take of VA by bovine hepatocytes was 17.8% of that by rat he-
patocytes (15.2 vs. 85.5 nmol/g of fresh liver, P < 0.001) (Fig.
1A). A similar result was observed when the intensity of VA
uptake was expressed as the percentage of radioactivity intro-
duced in the incubation medium (Fig. 1B).

VA oxidation. The extent of ?-oxidation, calculated as the
ratio of total oxidation products (sum of ASP and CO,) to total
incorporated VA in hepatocytes, was similar in bovine and in
rat liver slices (Table 1). It corresponded to about 28 and 19%
of VA incorporated by cells for bovine and rat hepatocytes, re-
spectively. Oxidation of VA led for the most part to the produc-
tion of ASP (>90% total oxidized VA) in both species. This
partial oxidation, expressed as the percentage of oxidized VA,
constituted a greater portion of that oxidized in the bovine than
in the rat hepatocytes (+8.5%, P < 0.01). In the same way, in
spite of the slow rate of VA total oxidation (determined as the
amount of [14C]CO2 excreted) in both species (<10% total oxi-
dized VA), total oxidation of VA into CO, in the bovine liver,
expressed as a percentage of oxidized VA, was one-fifth of that
one of rat liver (P < 0.01) (Table 1).

Bioconversion of VA. Total lipids were extracted from liver
homogenates after 17 h of incubation. Their FA composition
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FIG. 1. Uptake of vaccenic acid (VA) by bovine and rat liver slices. Liver
slices from bovine and rat were incubated in medium containing a mix-
ture of FA (0.75 mM) and 55 uM [1-"*C]VA for 17 h. Uptake of VA by
liver slices was calculated as the sum of VA converted into CO, and
into acid-soluble products, and incorporated into total cellular lipids
after 17 h of incubation. Values are expressed per g of fresh liver (A) or
as the percentage of VA introduced in culture medium (B). TVA, trans-
vaccenic acid. Data are means + SE of 5 animals per group. *Mean
values with unlike superscript letters were significantly different using
Student’s t test (P < 0.01).

was determined by GLC analysis and their relative radioactiv-
ity quantified by a radiodetector. In our experimental condi-
tions, VA was not converted by desaturation into higher unsat-
urated FA or CLA isomers by bovine hepatocytes (Fig. 2A). In
contrast, in rat hepatocytes (Fig. 2B), a low quantity of VA was
converted into CLA 9cis,11trans (0.33 +£0.19% of total VA).
Moreover, radioactivity was also recovered in 16:0 but at a
higher extent (3.2 + 2% of total incorporated radioactivity).
These new labeled FA were identified according to the similar-
ity of their respective retention times with those of correspond-
ing standards.

VA esterification. The extent of VA esterification (expressed
as a percentage of FA converted into neutral and polar lipids
out of total VA incorporated into cells), which was similar for
the two species, corresponded to about 72 and 81% of VA in-
corporated by bovine and rat hepatocytes, respectively (Table
2). VA was preferentially esterified into polar lipids by the
bovine liver (56.5% of esterified VA, P < 0.05) and, conversely,
into neutral lipids by the rat liver (61.1% of esterified VA, P <
0.05).

VA secretion as part of VLDL particles. The extent of VA
secretion as part of VLDL particles by the liver slices for 17 h
(Fig. 3A) was very low for the both species. This secretion by
bovine liver was less than 20% (P < 0.02) of that of rat (0.012
vs. 0.066 nmol of secreted VA/g fresh tissue, respectively).
However, when expressed as the percentage of VA taken up by
the hepatic cells, VA secreted as part of VLDL particles was
not significantly different between the two animal species (Fig.
3B) (0.067 and 0.085% for bovine and rat liver, respectively).

DISCUSSION

The specific metabolism of VA, especially how it is channeled
toward the esterification, oxidation, or bioconversion pathways
in tissues or organs (more precisely, in the liver), is not docu-
mented in spite of the importance of VA availability to periph-
eral tissues, especially as a precursor of CLA. Moreover, the
liver might be directly implicated in the synthesis of CLA from
VA due to its high desaturase activity. In this context, our study

TABLE 1
Oxidation of Vaccenic Acid (VA) into Acid-Soluble Products
(ASP) and CO, in Rat and Bovine Liver Slices?

Bovine® Rat?
Extent of VA oxidation
(% of VA incorporated by cells) 28.03 +£3.09 19.06 +4.18
Production of acid-soluble products
(% of oxidized VA equivalents) 98.12 + 0.53  90.38 + 1.89*
Production of CO2
(% of oxidized VA equivalents) 1.88 £ 0.53 9.62 + 1.89*

Liver slices from bovine and rat were incubated during 17 h in a medium
containing [1-"*CIVA. The extent of oxidation was calculated as the ratio of
total oxidation products (sum of ASP and CO,) to total incorporated VA into
liver explants. ASP produced by liver slices were purified from cell ho-
mogenate and medium by perchloric acid treatment, and secreted CO, was
complexed into hyamine hydroxide.

bData are means = SEM of 5 animals per group. The significance of differ-
ences between species was tested by Student’s t-test. *P < 0.01.
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FIG. 2. Representative radiochromatograms of ['*C]VA bioconversion into other FA in bovine and rat liver slices.
Liver slices from bovine (A) and rat (B) were incubated in medium containing a mixture of FA (0.75 mM) and 55
UM [1-T*CIVA for 17 h. Cellular lipids were extracted, transformed into methyl esters, and analyzed by GLC. The
outflow from the column was split between an FID (10%) and a copper oxide oven to transform the labeled FA into
14CO, (90%). The radioactivity was determined with a radiodetector by counting '*CO,. The proportions of ra-
dioactivity recovered in other FA were calculated as the ratio between the radioactivity corresponding to the
metabolite and the sum of the radioactivity present in peaks of VA plus their corresponding metabolite. For abbrevi-

ation see Figure 1.

is the first that investigates, by using the in vitro method of in-
cubated liver slices, the specificity of VA metabolism in the
liver of the bovine (a species that produces CLA) and the rat
(an animal model for monogastrics).

In our experimental conditions, the lower VA uptake by
liver of the bovine compared with that of the rat confirmed pre-
vious data with oleate in calf and rat liver slices (19). Uptake
of long-chain FA across the plasma membrane is known to in-
volve two mechanisms: a passive diffusion through the mem-
brane bilayer (26) and a protein-facilitated transfer (27). How-
ever, Bojesen and Bojesen (28) have proposed a third mecha-
nism of FA diffusion in protein-defined annular lipid domains
that is not carrier-mediated. These authors showed that binding
and membrane transfer rates of PUFA in sheep red cells were
less than half of those measured for human red cells, probably
because of the difference between species in composition of
membranes. Nevertheless, higher VA uptake by rat liver slices
compared with that of bovine might be attributable to a higher
rate of intracellular FA utilization (oxidation, esterification) in-
creasing cellular needs (26), to more efficient or more numer-
ous FA transporters (27), or to differences in membrane com-
position between rat and bovine hepatocytes.

Once in hepatocytes, VA catabolism was determined by the
production of '#CO, and *C-ASP from [1-'*C]VA. The use of
[1-"*C]VA might be limiting to describe VA catabolism since it
only reflected the initial rate of oxidation contrary to the use of
[U—MC]VA. However, the aim of the present work was not to
describe VA catabolism exhaustively but rather to describe
TVA behavior in the liver and its channel toward the different
metabolic pathways. Moreover, Chatzidakis and Otto (29) pre-
viously demonstrated that the use of [1-'*CIFA gave data quite
similar to [U-'*CJFA, being therefore a good choice for studies
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of FA oxidation in cells. The catabolism of FA in the liver is
mostly directed toward the synthesis of ketone bodies for en-
ergy utilization by tissues (30) as shown in the present study in
which products of VA oxidation were dominated by ASP (more
than 90% of total oxidation products). The proportion of VA
oxidized to CO,, although minor, differed between the rat and
the bovine liver, as previously reported by Reid and Husbands
(31), who showed that the rate of oleate oxidation to CO, was
twofold higher in hepatic mitochondria of rat than in that of
sheep, and by Kleppe et al. (32), who reported that oxidation
of oleate to CO, was three- to fourfold lower in goat compared
with rat hepatocytes. This difference can be attributed to a
lower capacity of the Krebs cycle relative to that of the B-oxi-
dation pathway in large mammals (such as bovine) than in rats

TABLE 2
Esterification of VA into Phospholipids and Neutral Lipids in Rat
and Bovine Liver Slices?

Bovine Rat
Extent of VA oxidation
(% of VA incorporated by cells) 72.0 £3.09 80.9 +4.18
Production of phospholipids
(% of esterified VA equivalents) 56.5+6.77 39.0 £2.78*
Production of CO2
(% of esterified VA equivalents) 435+ 6.77 61.0 +£2.78%

“Bovine and rat liver slices were incubated during 17 h in a medium con-
taining [1 -14CIVA. Esterification rate was calculated as the ratio of total es-
terification (sum of neutral and polar lipid) to total VA incorporated into liver
explants. Total lipids from homogenate were extracted with chloroform/
methanol (2:1), and the different lipid classes were separated on amino-
Eropyl—activated silica cartridges.

Data are means + SEM of 5 animals per group. The significance of differ-
ences between species was tested by Student’s t-test. *P < 0.05. For abbrevi-
ation see Table 1.
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FIG. 3. Secretion of VA as part of lipids in VLDL particles by bovine and
rat liver slices. Liver slices from bovine and rat were incubated in
medium containing a mixture of FA (0.75 mM) and 55 uM [1-"“CIVA
for 17 h. VLDL were purified by ultracentrifugal flotation. Values were
expressed per g fresh liver (A) or as percentage of VA incorporated into
liver slices (B). Data are means + SE of 5 animals per group. For abbre-
viation see Figure 1. “Mean values with unlike superscript letters were
significantly different using the Student’s t-test (P < 0.02).

in relation to a lower energy requirement of the liver in large-
sized than in small-sized animals (33). However, the propor-
tion of VA readily oxidized by bovine and rat liver slices was
similar in both species (around 20%) and was similar to that of
oleate as determined by the same methodology in the prerumi-
nant calf and the rat (18,19). It can be concluded that differ-
ences noted in intensity of VA oxidation between species were
directly linked with differences in VA uptake. However, the
only study in rat describing characteristics of trans FA metabo-
lism in hepatocytes showed that elaidic acid (18:1 A9trans) was
oxidized to a greater extent than oleic acid (18:1 A9cis) (80 vs.
60% of metabolized FA) (20). Discrepancies between the two
studies could be explained either by differences in the chemi-
cal structure of trans FA (18:1 Alltrans vs. 18:1 A9trans) or,
more probably, by differences in the incubation conditions of
trans FA (elaidic acid was added alone into the medium
whereas VA was added with a mixture of FA similar to bovine
plasma nonesterified FA to simulate in vivo physiological con-
ditions). In the study of Guzman et al. (20), the addition of
elaidic acid alone to the medium might explain its high rate of
oxidation since it represented the only energy source provided
to hepatocytes.

The lack of VA bioconversion into more desaturated or
elongated derivatives such as CLA in both species was not ex-
pected since several studies had reported an endogenous pro-
duction of cis9,trans11 CLA from VA (5,6,9,10). Synthesis of
CLA from VA is clearly catalyzed by the A9-desaturase, as
demonstrated by using different specific stimulators or in-
hibitors of the activity of this enzyme (5,6). In rodents, the A9-
desaturase is predominantly located in the liver (34), and Pol-
lard et al. (35) demonstrated that VA was efficiently desatu-
rated in the rat liver microsomes by A9-desaturation. In
contrast, in growing and lactating ruminants, A9-desaturase is
mainly present in the adipose tissues and the mammary gland,
respectively (36,37) although Ward et al. (37) recently demon-
strated the presence of significant amount of A9-desaturase

transcripts in the liver of ovine. Moreover, Chang et al. (38)
showed that a high-fat diet induced A9-desaturase activity in
ruminant liver. The lack of VA bioconversion in the present
study might be explained by the difference between our exper-
imental conditions and those of Pollard et al. (35). Indeed, the
mixed FA added to the medium, and therefore potentially avail-
able for hepatocytes, contained preferred substrates (16:0,
18:0) for the A9-desaturase leading to production of oleic and
palmitoleic acids, respectively (39). Moreover, the ex vivo sys-
tem was chosen to preserve the normal architecture of the liver
tissue, to avoid dedifferentiation of hepatocytes, and, finally, to
preserve the regulatory effect as under in vivo conditions (40).
It was not the case for the study of Pollard et al. (35) using iso-
lated rat liver microsomal systems of which activities of other
cellular constituents were excluded. Consequently, the rat liver
would have a low capacity to convert VA into CLA, and adi-
pose tissue would be the major site of endogenous synthesis of
CLA, as previously proposed by Santora et al. (8) in mice and
by Bauchart et al. (41) in bovine.

Surprisingly, a small but nonnegligible part of the '“C VA
was recovered as “C 16:0 in the rat liver slices (3.2% of incor-
porated VA). It has been demonstrated that trans FA may un-
dergo partial B-oxidation in peroxisomes (20), a process in
which FA are shortened by two carbon atoms per cycle. The
shortened FA may escape from the peroxisomes and be further
metabolized in the mitochondria or incorporated into different
lipid classes. Thus, 16:0 may be produced by peroxisomal [3-
oxidation. Further, the 14C_acetate released from peroxisomes
could be reincorporated into 16:0 by de novo synthesis (42).
Similar catabolic processes have already been demonstrated in
the liver of rat in the case of mono-trans isomers of linoleic and
a-linolenic acids (43) and of CLA (44,45), and in the liver of
preruminant calf fed a coconut oil-based milk diet rich in 12:0
and 14:0 (42).

Differences in the way of esterification of VA and metabo-
lites between rat (into neutral lipids) and bovine (into polar
lipids) have not previously been reported. However, the slight
differences observed between animal species were in agree-
ment with previous data showing a preferential esterification
of oleate into polar lipids in the bovine liver (De La Torre, A.,
Gruffat, D., Chardigny, J.M., Durand, D., and Bauchart, D., un-
published data) and into the neutral lipids in the rat liver (18).

The extent of secretion of VA incorporated into TG as part
of VLDL particles by both bovine and rat liver slices was, in
intensity, rather low in our experimental conditions (less than
0.1% of VA incorporated into cells), which is in agreement with
the fact that newly synthesized TG represented only a small
part (4 to 13%) of lipids secreted by the liver as parts of VLDL
(46). Neosynthesized TG are stored primary in cytosolic
droplets from which they enter into a hydrolysis/esterification
cycle to return to the endoplasmic reticulum for VLDL assem-
bly (47). Therefore, it is not excluded that, in our experimental
conditions, the time of incubation for liver slices would be too
short to allow the return of a significant amount of TG to the
secretion pool. Difference between species of VA secretion in-
tensity probably resulted from differences in VA uptake rather

Lipids, Vol. 40, no. 3 (2005)
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than in capacity to secrete VA in VLDL since no difference was
noted when results were expressed as the percentage of VA in-
corporated by cells.
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In vitro metabolism of rumenic acid in bovine liver slices

A. De La Torre, D. Gruffat, J-M Chardigny, J-L. Sébédio, D. Durand, O. Loreau,

et D. Bauchart

Reproduction Nutrition Development (2005) vol. 4:gges 441-451

Résumeé : Les produits de ruminants sont une source majele@ CLA pour I'homme.
Toutefois, pendant les périodes de mobilisationréssrves corporelles, le foie pourrait jouer
un réle important dans le métabolisme du CLA et, genséquent, limiter sa disponibilité
pour son dépbt dans les muscles et le lait. Dansooéexte, le métabolisme de l'acide
ruménique ¢is9transll CLA) dans le foie de bovin a été comparé a addui'acide oléique
en utilisant la techniquen vitro d'explants de foie en survie. Les explants de €oik été
incubés a 37°C pendant 17 h sous atmosphéere 9#8%0CCQ dans un milieu supplémenté
avec 0,75 mM d'un mélange d'AG et 55 uM soit d&*CJ-acide ruménique ou de €]
acide oléique. Le captage de l'acide ruméniqudgsaexplants de foie est 2 fois plus faible
gue celui de l'acide oléique (P = 0,009). L'oxyalathépatique des 2 AG (> 50% des AG
incorporés) conduit essentiellement a la productlenproduits solubles dans l'acide et de
fagcon moindre a la production de €Q'acide ruménique est partiellement converti 291
de l'acide ruménique incorporé) en deérivé conjugd8:3. Le CLA et ses dérivés conjugués
sont principalement estérifiés en lipides polai(@%,7%), tandis que l'acide oléique est
préférentiellement estérifié en lipides neutres,8%8). La sécrétion d'acide ruménique sous
forme de VLDL est trés faible et est 4 fois plusblia que celle de l'acide oléique. En
conclusion, l'acide ruménique est tres fortemertabwisé par les hépatocytes de bovin, plus
particulierement par oxydation et par conversiom@rvé conjugué C18:3 dont les propriétés
biologiques restent a élucider.
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Abstract — Ruminant products are the major source of CLA for humans. However, during periods
of fat mobilization, the liver might play an important role in CLA metabolism which would limit
the availability of the latter for muscles and milk. In this context, rumenic acid (cis-9, trans-11 CLA)
metabolism in the bovine liver (n = 5) was compared to that of oleic acid (n = 3) by using the in vitro
liver slice method. Liver slices were incubated for 17 h in a medium containing 0.75 mM of FA
mixture and 55 uM of either [1-14C] rumenic acid or [1-14C] oleic acid at 37 °C under an atmosphere
of 95% 0O,-5% CO,. Rumenic acid uptake by liver slices was twice (P = 0.009) that of oleic acid.
Hepatic oxidation of both FA (> 50% of incorporated FA) led essentially to the production of acid-
soluble products and to a lower extent to CO, production. Rumenic acid was partly converted (> 12%
of incorporated rumenic acid) into conjugated C18:3. CLA and its conjugated derivatives were
mainly esterified into polar lipids (71.7%), whereas oleic acid was preferentially esterified into
neutral lipids (59.8%). Rumenic acid secretion as part of VLDL particles was very low and was one-
fourth lower than that of oleic acid. In conclusion, rumenic acid was highly metabolized by bovine
hepatocytes, especially by the oxidation pathway and by its conversion into conjugated C18:3 for
which the biological properties need to be elucidated.

rumenic acid / oleic acid / metabolism / liver / bovine

Abbreviations: ASP, acid-soluble products; BSA, bovine serum albumin; CLA, conjugated linoleic acid;
FA, fatty acids; NL, neutral lipids; PL, polar lipids; VLDL, very-low density lipoproteins.

1. INTRODUCTION double bonds. Many studies have been car-
ried out on synthetic CLA (mainly cis-9,

Conjugated Linoleic Acid (CLA)isacol-  trans-11 and trans-10, cis-12 isomers) because
lective term that designates a group of posi-  of its numerous beneficial properties sug-
tional and geometrical isomers of linoleicacid ~ gested for human health including anticar-
(cis-9, cis-12 C18:2) with two conjugated  cinogenic, antiatherogenic, antiadipogenic
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and antidiabetogenic effects [1, 2]. Addi-
tionally, CLA may reduce the rate of bone
formation [3] and enhance immunological
responses [4, 5]. Natural CLA is mainly
present in ruminant products such as meat,
milk and dairy products which constitute
the major source of dietary CLA for
humans. Typically, the mean daily intake of
CLA by humans in Western countries ranges
between 150 and 210 mg [6]. The incorpo-
ration of CLA into lipids in ruminant tissues
or in milk results, for a low part, from bac-
terial biohydrogenation and trans isomeri-
sation of dietary polyunsaturated fatty acids
(PUFA) (mainly linoleic acid from forages,
cereals or oleaginous seeds) in the rumen
[7] and, for a large part, from endogenous
synthesis [8]. Synthesis of CLA can take
place in the tissues of ruminants where the
A9 desaturase enzyme is expressed i.e., the
mammary gland in lactating ruminants and
adipose tissues in growing ruminants [9,
10]. Likewise, it has been demonstrated that
vaccenic acid (another intermediate of bac-
terial biohydrogenation of PUFA, trans-11
C18:1) is desaturated to CLA in the mam-
mary gland of lactating cows, and has been
estimated to represent about 60 to 90% of
CLA deposited in milk fat [8, 11, 12],
whereas no desaturation of VA into CLA
occurred in the liver of ruminants [13].
These processes lead to the production of
many distinctisomers of CLA for which the
chemical structures of at least 24 have been
characterized [14]. Quantitatively, isomers
of CLA incorporated into lipids of ruminant
products are predominantly rumenic acid
(cis-9, trans-11 C18:2) since it represents
80-90% of total CLA [8].

Although de novo synthesis of CLA has
been widely studied in ruminants, its metab-
olism in tissues and/or organs has been
poorly documented. Ruminants are fre-
quently subjected to periods of fat mobili-
zation, which occur in several nutritional
and physiological situations e.g. restricted
feed intake or during periparturient periods
[15]. In such situations, large amounts of
FA, including CLA which are stored in adi-
pose tissues, are released into the blood and

taken up by the liver. The intensity of the
different CLA metabolic pathways in the
liver is still poorly documented except for
the fact that in the liver of different species
such as the rat [16—-18], lamb [19] and mouse
[20] given CLA-supplemented diets, CLA
is converted into conjugated C18:3 by A6
desaturase activity [2, 17]. Although these
studies reported the presence of CLA deriv-
atives in the liver of animals, only Gruffat
et al. [21] recently demonstrated, by using
rat liver slices incubated with cis-9, trans-
11 and trans-10, cis-12 CLA isomers, that
CLA conversion into conjugated C18:3
actually occurs in this organ. However, the
biological properties of the conjugated
derivatives of CLA are still to be determined.

With this in mind, the aim of the present
study was to determine the metabolism of
rumenic acid in bovine liver cells (as a spe-
cies that produces CLA). The different
steps of the hepatic metabolism of rumenic
acid were compared with those of oleic acid
(a plasma FA representative) i.e., uptake,
oxidation, desaturation, esterification and
finally secretion as part of VLDL particles,
by using an in vitro experimental approach
of incubated liver slices. These data are of
great interest since the partition of CLA
between the different metabolic pathways
may determine its availability for periph-
eral tissues such as muscles and milk during
periods of fat mobilization.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals and materials

The medium used for incubation of liver
slices (RPMI-1640), bovine serum albumin
(BSA) free of FA, glutamine (300 mg-L-1),
FA and antibiotic-antimycotic cocktail
(100 U-mL-!-penicillin, 0.1 mg-mL1-strep-
tomycin and 0.25 pg-mL~!-amphoterin B)
were purchased from Sigma Chemicals
(St Louis, MO, USA). Tri [9,10 3H] olein
(185 MBg-mL1),L-3-phosphatidyl[N-methyl-
3H]choline 1,2 dipalmitoyl (37 MBg-mL™)
and [1-14C] oleic acid (2.06 GBq-mmol-!)
were purchased from Amersham International
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(Bucks, UK). [1-14C] rumenic acid (1.97
Gbg-mmol~!) was synthetized by Loreau
etal. [22]. Hyamine hydroxide was pur-
chased from ICN Biochemicals (Irvine, CA,
USA). Perchloric acid and organic solvents
(chloroform, methanol, propanol, diethyl
ether and acetic acid) were purchased from
Polylabo (Paris, France). The Ready Safe®
scintillation cocktail was purchased from
Beckman Instruments (Fullerton, CA, USA).
Plastic organ culture Petri dishes were pur-
chased from Beckton Dickinson (Cockey-
sville, MD, USA). Plastic center wells were
purchased from Kontes (Vineland, NJ, USA)
and aminopropyl-activated silica Sep-Pak®
cartridges were purchased from Waters (Mil-
ford, MA, USA).

2.2. Liver tissue preparation and liver
slice incubation

All experiments were conducted in a
manner compatible with the national legis-
lation on animal care (Certificate of Author-
isation to Experiment on Living Animals
No. 7740, Ministry of Agriculture and Fish
Products). Five Charolais steers (age: 25 +
1 months, live weight: 713 + 39 kg) were
fed a conventional diet (hay and cereal con-
centrate, 45 and 55% of dry matter, respec-
tively) and were used to study the hepatic
metabolism of rumenic acid. To study
hepatic metabolism of oleic acid, five other
steers were subjected to similar conditions
of rearing and breeding. However, two
steers were removed from the experiment
due to ill-health. Consequently, only three
animals were used to study oleic acid
metabolism. Representative liver samples
of the whole liver, taken from steers just
after slaughtering, were prepared for meta-
bolic labelling as previously described by
Graulet et al. [23]. Briefly, liver samples
were immediately rinsed in ice-cold saline
solution (9 g-L‘l—NaCI) and cutinto 0.5 mm
thick slices. Approximately, 200 mg of fresh
liver were placed on stainless steel grids
positioned either on a plastic organ culture
Petri dish or in a 25 mL flask equipped with
suspended plastic center wells (for CO,
measurements) with RPMI-1640 medium

(0.9 mL per dish ; 1.4 mL per flask) supple-
mented with the antibiotic-antimycotic cock-
tail. Hepatic tissue samples were placed in
an incubator for 3 h at 37 °C in a water-
saturated atmosphere (95% O,/5% CO,) in
order to deplete hepatocytes of intracellular
FA. Subsequently, to approximate physio-
logical conditions, a mixture of FA repre-
sentative of bovine plasma non-esterified FA
(0.75 mM final concentration) was added to
the medium [24]. The FA mixture was com-
posed of 16 uM-caprylic acid, 16 uM-capric
acid, 58 uM-myristic acid, 200 pM-pal-
mitic acid, 220 uM-stearic acid, 213 uM-
oleic acid and 26 uM-linoleic acid, supple-
mented with 55 uM-[l—MC] rumenic acid
(1.97 GBq-mmol~!) complexed to BSA (FA:
albumin molar ratio of 4:1) in order to test
rumenic acid metabolism. In the control
assay, the same mixture of FA, except for
oleic acid, was added to the medium in
the presence of 55 MM—[I—MC] oleic acid
(2.06 GBg-mmol~!) complexed to BSA.
Previous kinetic experiments [25] had been
performed to verify the viability of liver
slices up to 24h. Consequently, liver slice
incubations of 17h were maintained. At the
end of incubation, the media (2.5 mL) were
collected and liver slices were washed twice
with 1 mL of buffered solution (0.4 g-L-1-
KCl,0.8 g¢'L--NaHPO,, pH 7.4 and 2 g-L"1-
D-glucose) and then homogenized in 2 mL
of 25 mM-Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM-NaCl
buffer with a Dounce homogenizer. For
each analysis, except for CO, determina-
tion, an aliquot of medium and/or liver
homogenate from the same incubation flask
was taken. Since the specific activity of
each [1-14C] FA was known and the wei ght
of the liver in each flask was determined,
the results were expressed in nmol of FA
per g of liver or in percent of FA added to
the medium.

2.3. Determination of FA oxidation

CO, produced by liver slices was com-
plexed to hyamine hydroxide (500 pL)
introduced into suspended plastic center
wells inside flasks at the beginning of the
incubation period. At the end of incubation,
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the center wells were placed in scintillation
vials containing 4 mL of Ready-Safe® scin-
tillation cocktail and the radioactivity was
counted using a Liquid Scintillation Ana-
lyzer (Tri-carb 2100 TR, Packard, USA).
Production of acid perchloric soluble prod-
ucts (ASP), mainly represented by ketone
bodies, was determined by using the method
of Williamson and Mellanby [26]. Briefly,
aliquots of medium (500 uL) and of liver
homogenates (250 pL) were treated for
20 min at 4 °C with perchloric acid (0.2 M).
The precipitated lipids and proteins were pel-
leted by centrifugation (1.850 g for 20 min
at4 °C). An aliquot of the supernatant con-
taining ASP was placed in a scintillation
vial containing a scintillation cocktail and
the radioactivity was counted.

2.4. Determination of FA bioconversion

Total lipids of liver slices were extracted
according to the method of Folch et al. [27].
FA methyl esters (FAME) were prepared
from total lipids at room temperature by
using sodium methylate (1 M) followed by
boron trifluoride in methanol (14% v/v) as
previously described by Sébédio et al. [17].
FAME containing [1-14C] FAME were
then analysed by gas-liquid chromatogra-
phy using a Hewlett-Packard 5890 series 11
gas chromatograph (Palo Alto, CA) equipped
with a splitless injector and fused Stabilwax
wide-bore silica column (60 m x 0.53 mm
i.d., film thickness: 0.50 uM, Restek, Evry,
France). The outflow from the column was
split between a flame-ionization detector
(10%) and a copper oxide oven heated at
700 °C in order to transform labelled FA into
[1-14C] CO, (90%). The radioactivity was
determined with a radiodetector (GC-RAM,
Lablogic, Sheffield, UK) by counting [1-
14C] CO, as previously described by Bretil-
lon et al. [28]. Data were computed using
Laura software (Lablogic, Sheffield, UK).

2.5. Determination of FA esterification

Total lipids were extracted from liver
homogenates according to the method of
Folch et al. [27] after addition of non radi-

oactive liver homogenate (850 uL) contain-
ing 10 mg of lipids used as alipid carrier and
of [1-3H] trioleyl glycerol (67 Bq) and [1 S3H]
phosphatidylcholine (100 Bq) respectively
used as external triacylglycerol and phosphol-
ipid standards in order to calculate the
extraction efficiency. Neutral (NL) and polar
lipids (PL) were isolated by affinity-liquid
chromatography using aminopropyl-activated
silica Sep-Pack® cartridges as described by
Kaluzny et al. [29]. Briefly, NL were eluted
by 6 mL of chloroform/propanol (2/1, v/v).
Free FA were then eluted by 6 mL of acetic
acid (2% in diethyl ether). Finally, PL were
eluted by 6 mL of pure methanol. NL and
PL fractions were collected directly into
scintillation vials, evaporated under an air
stream and counted for radioactivity.

2.6. Determination of secreted VLDL
in medium

Three millilitres of medium were sup-
plemented with purified calf plasma VLDL
(0.3 mg of VLDL-TG-12 mL~! tube) used
as a VLDL carrier [23]. The medium was
brought to a density of 1.063 g-mL~! with
potassium bromide and overlaid with 9 mL
of saline solution (with a density of
1.006 g¢-mL-1). VLDL particles were iso-
lated and purified by ultracentrifugal flota-
tion at 100 000 g for 16 h at 15 °C in a
Kontron Centrikon T-2060 ultracentrifuge
with a TST 41-14 rotor (Kontron, Zurich,
Switzerland). Two milliliters from the top
of each tube were recentrifuged in the same
conditions except that BSA (50 mg-tube~!)
was added in order to remove traces of
[1-14C] labelled free FA absorbed onto
VLDL particles. Finally, purified VLDL
were collected at the top of each tube
(2.5 mL) and counted for radioactivity in
scintillation vials.

2.7. Statistical analysis

The values are expressed as means +
SEM for the five (rumenic acid isomer
metabolism) or three (oleic acid metabo-
lism) independent experiments. A compar-
ison of means between the two FA was
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Figure 1. Uptake of rumenic and oleic acids by bovine liver slices. Liver slices from bovine animals
were incubated in a medium containing a FA mixture (0.75 mM) and [1-14C] rumenic acid or [1-14C]
oleic acid for 17 h. The FA uptake was calculated as the sum of FA converted into CO,, into ASP,
and incorporated into total cellular lipids. The values are expressed in nmol per g fresh liver (A)
or as % FA added in the medium (B). The data are means + SEM of 5 animals per group for
rumenic acid uptake and 3 animals per group for oleic acid uptake. Mean values with different
superscripts were significantly different (20 P < 0.01).

Table I. Oxidation of rumenic acid and oleic acid into acid-soluble products and into CO, in bovine

liver slices.

Rumenic acid Oleic acid
n=5) (n=3)

Extent of FA oxidation

% of FA incorporated by cells 64.8 +3.90 53.4 +8.30
Acid soluble products

% of oxidized FA equivalents 99.7 £ 0.072 98.6 + 0.40°
CO,

% of oxidized FA equivalents 0.33 £0.072 1.40 + 0.40b

Values are expressed as means + SEM. &b P < 0.01 (ANOVA).

tested by analysis of variance (ANOVA)
using the mixed procedure of SAS [30].

3. RESULTS

3.1. FA uptake

The amount of FA taken up by the liver
slices prepared from steers corresponded to
the sum of radiolabelled FA incorporated
into total lipids in homogenates (neutral
plus polar lipids), of FA partly oxidized as
ASP and secreted into the medium and of
FA totally oxidized and released as CO,
into the atmosphere. After 17 h of incuba-
tion, the rate of uptake of rumenic acid by
hepatocytes was double (P = 0.009) that of

oleic acid (17.2 vs. 8.4 nmol-g~! fresh liver,
respectively) (Fig. 1A). Similar results were
observed when expressed as the percentage
of radioactivity introduced into the incuba-
tion medium (Fig. 1B).

3.2. FA oxidation

The extent of oxidation of rumenic and
oleic acids in bovine liver slices (expressed
as the percentage of incorporated FA con-
verted into ASP and CO,) was similar and
represented more than 50% of incorporated
FA (Tab. I). The oxidation of both FA led
mainly to the formation of ASP (> 98% of
oxidized FA equivalents, P = 0.002). The
oxidation of rumenic and oleic acids into
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CO, was of minor importance but that of
oleic acid was 3-fold higher (P = 0.008)
than that of rumenic acid (1.4 vs. 0.33% of
oxidized FA equivalents, respectively)
(Tab. I).

3.3. Bioconversion of rumenic acid

Gas-liquid chromatography analysis of
FAME prepared from total lipids of cell
homogenates showed a net conversion of
rumenic acid into conjugated C18:3 in
bovine liver slices (Fig. 2). Conjugated
C18:3 was identified as the cis-6, cis-9,
trans-11 C18:3 isomer on the basis of its
retention time, compared with that of puri-
fied cis-6, cis-9, trans-11 C18:3 used as an
external standard. The conversion of rumenic
acid into conjugated C18:3 corresponded
to 13% of the fraction of cis-9, trans-11
CLA isomer escaping from the oxidative
pathway.

3.4. FA esterification

The esterification of rumenic and oleic
acids (expressed as a percentage of FA con-
verted into neutral (NL) and polar lipids
(PL) out of the total FA incorporated into
the cells) represented 35.2 and 46.5% of FA
incorporated by bovine hepatic cells,
respectively (Tab. II). More than 71% of
esterified rumenic acid equivalents were
incorporated into PL whereas esterification
of oleic acid led predominantly (59.8% of
esterified oleic acid equivalents) to NL.

3.5. FA secretion as part of VLDL
particles

The amount of rumenic and oleic acids
secreted into the medium as part of VLDL
particles by hepatic cells was low (0.015
and 0.033 nmol secreted as part of
VLDL-g! fresh liver/17h for rumenic and
oleic acids, respectively) (Fig. 3A). When
expressed as the percentage of FA incorpo-
rated into hepatocytes (Fig. 3B), the secre-
tion rate of rumenic acid was one-fourth
lower (P = 0.005) than that of oleic acid

A. De La Torre et al.
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Figure 2. A representative radiochromatogram
of [1-14C] rumenic acid and proportion of con-
jugated C18:3 resulting from its bioconversion
in bovine liver slices. Liver slices from bovine
animals were incubated for 17 h in a medium
containing a FA mixture (0.75 mM) and [1-14C]
rumenic acid or [1-14C] oleic acid. At the end
of incubation, the cellular lipids were extrac-
ted, transformed into methyl esters and analy-
zed by GLC. The outflow from the column was
split between a flame-ionization detector (10%)
and a copper oxide oven in order to transform
the labelled FA into [1-14C] CO, (90%). The
radioactivity was determined with a radiode-
tector by counting [1-14C] CO,. The proportion
of rumenic acid converted into conjugated
C18:3 was calculated as the ratio between the
radioactivity corresponding to the conjugated
C18:3 and the sum of the radioactivity present
in peaks of rumenic acid and its conjugated
C18:3 derivative. Values are expressed as
means + SEM.

(0.091 vs. 0.365% of FA incorporated into
cells for rumenic and oleic acids, respec-
tively) (Fig. 3B).

4. DISCUSSION

The liver plays an important role in lipid
metabolism of ruminants especially during
periods of fat mobilization which occur in
several nutritional and physiological situations
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Figure 3. Secretion of rumenic and oleic acids as part of VLDL particles by bovine liver slices.
Bovine liver slices were incubated in a medium containing a FA mixture (0.75 mM) and [1-14C]
rumenic acid or [1-14C] oleic acid for 17 h. VLDL particles were purified by ultracentrifugal
flotation. The values are expressed in nmol per g fresh liver (A) or as % FA incorporated into liver
slices (B). Data are means + SEM of 5 animals for the rumenic acid group and of 3 animals for the
oleic acid group. Mean values with different superscripts were significantly different (b P <0.01).

Table II. Esterification of rumenic acid and oleic acid into phospholipids and neutral lipids in bovine

liver slices.

Rumenic acid Oleic acid
(n=5) (n=3)
Extent of FA esterification
% of FA incorporated by cells 35239 46.5+8.3
Phospholipids
% of esterified FA equivalents 71.7+3.12 40.2 £ 4.2b
Neutral lipids
% of esterified FA equivalents 283 +3.12 59.8 + 4.2b

Values are expressed as means + SEM. ab p <0.01 (ANOVA).

such as restricted feed intake or peripartu-
rient periods [15] and its regulation may
affect the amount of CLA in the lipids of
ruminant products. The aim of this study
was to investigate the metabolic behavior of
rumenic acid (as the main CLA isomer
present in ruminant products) in the bovine
liver (as a specific CLA producing animal).
Moreover, these characteristics were com-
pared with those obtained for oleic acid, a
FA representative in bovine plasma.

From the point of view of the experimen-
tal procedure, the levels of rumenic acid
added to the medium in the present study
(55 uM) were similar to those used in dif-

ferent systems such as human cancer cells
[31] and isolated rat hepatocytes [32], and
were lower than those used in monolayer
cultures of bovine hepatocytes [33]. In all
cases, no cytotoxic effects occurred as assessed
by cell viability measurement [32]. More-
over, when compared with a recent study
carried out in bovine animals by Loor et al.
[34], the amounts of rumenic acid added to
the medium in our study were higher than
those present in plasma non-esterified FA
of animals (3 uM), but the values remained
supraphysiological.

Under our experimental conditions, the
higher uptake of rumenic acid by bovine



448 A. De La Torre et al.

liver slices was in comparison to that of
oleic acid confirmed by previous results
obtained in rat hepatocytes by Gruffat et al.
[21]. Such a difference could result from a
particular conformation of the double bonds
of rumenic acid (cis, trans conjugated dou-
ble bond) compared to the cis conformation
of the oleic acid double bond. Indeed,
Bickerstaffe and Annison [35] previously
showed, in the perfused chicken liver, that
the incorporation of mono-unsaturated fatty
acid by hepatic cells depended more on the
spatial conformation of the double bonds
rather than on the position along the hydro-
carbon chain, the trans-monounsaturated
FA being more easily incorporated than the
cis-monounsaturated FA (i.e., oleic acid).
Although rumenic acid was better utilized
by hepatic cells than oleic acid in our exper-
imental conditions, the efficiency of hepatic
uptake of both FA by bovine hepatocytes
was lower than that observed in the rat liver
[21]. It is well accepted that FA uptake by
the liver mainly depends on the concentra-
tion of plasma FA, the transfer of FA through
biological membranes resulting from a sim-
ple diffusion [36] and/or from a facilitated
diffusion [37] involving FA transport pro-
teins. Therefore, differences in FA uptake
observed between both species could be
attributable to a lower activity or a lower
amount of FA transporters in bovine than in
ratliver. In our experimental conditions, the
uptake of oleic acid by bovine liver slices
amounted to about 1.08% of FA added to
the medium whereas it amounted to 2.5% of
FA in rat liver slices medium [21]. The
incorporation of these FA was lower than
that reported in previous experiments in the
bovine liver in vivo (7 to 25% of circulating
non esterified FA) [38] or using isolated rat
hepatocytes (50% after 6 h of incubation)
[39], or on perfused rat liver (90% after 2 h
of incubation) [40]. These discrepancies
could be explained by a lower contact
between the cells and medium in the in vitro
model with liver slices than in the in vivo
or the in vitro model with isolated hepatocytes
or in the ex vivo model with perfused liver.

Once incorporated into bovine hepatic
cells, rumenic and oleic acids were highly
catabolized through the B-oxidation path-
way since this metabolic pathway repre-
sented more than 50% of incorporated FA
on the contrary to the situation in the rat
liver where the extent of oxidation did not
exceed40% [21]. One explanation might be
the low efficiency of bovine animals in
secreting FA from the liver [41], therefore
directing FA preferentially towards the oxi-
dative pathway. The oxidation of both
rumenic and oleic acids led mainly to ASP
production. The catabolism of FA in the
liver is mostly directed towards the synthe-
sis of ketone bodies for energy utilisation by
tissues [42] as shown in the present study
where products of rumenic and oleic acid
oxidation were predominantly ASP (more
than > 98% of total oxidation products).

The conversion of non-oxidized rumenic
acid into the conjugated C18:3 derivative
by desaturation activity in the liver has been
previously suggested [20]. The presence of
these derivatives has been mentioned in the
liver of different species such as the rat [ 16—
18, 21], lamb [19] and mouse [20]. Moreo-
ver, it has been recently demonstrated in the
rat that the liver is able to convert rumenic
acid into a conjugated derivative identified
on the basis of its retention time as the cis-6,
cis-9, trans-11 C18:3 [21]. In isolated rat
microsomes, this conversion was shown to
result from the action of A6 desaturase [43].
Furthermore, Juanéda and Sébédio [44]
demonstrated in the rat liver that rumenic
acid is converted not only into C18:3 but
also into C20:3 derivatives, the latter being
identified as A8, 11, 13 C20:3. The lack of
bioconversion of CLA into a conjugated
C20:3 derivative by the bovine liver in our
experimental conditions could be explained
by an incubation time of liver slices too
short to allow subsequent elongation of the
C18:3 derivative into the C20:3 derivative
or by a lack of sensitivity in our analytical
procedure. However, the fact that bovine
hepatocytes converted rumenic acid into a
C18:3 derivative two-fold less efficiently
than rat liver slices [21] could be explained
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by a higher hepatic A6 desaturase content
and/or activity in the rat. A recent study on
CLA-fed mice showed that CLA increases
mRNA expression of A6 desaturase in com-
parison to linoleic-fed mice [45]. As previ-
ously discussed, the efficiency of CLA
uptake by the rat liver was higher than that
of the bovine liver suggesting a possible
higher expression of A6 desaturase in the rat
than in the bovine liver. Moreover, proper-
ties of the C18:3 conjugated derivative are
still unknown.

Oleic acid, rumenic acid and its deriva-
tives that escaped from P-oxidation were
esterified in bovine liver slices. The prefer-
ential esterification of rumenic acid and its
derivatives into polar lipids and oleic acid
into neutral lipids confirmed previous results
in the lamb liver showing that CLA and its
conjugated derivatives such as C18:3,
C20:3 and even C20:4 are mainly associ-
ated with polar lipids [18]. This preferential
path of conjugated FA esterification appeared
to be specific to ruminant animals since in
the rat liver rumenic acid was mainly incor-
porated into neutral lipids [21]. The synthe-
sis of neutral and polar lipids is known to
occur from a common step which is the for-
mation of a diacylglycerol [46], and it may
be a possible explanation for the difference
in the esterification pathway of rumenic
acid. However, the mechanisms regulating
the conversion of diacylglycerols into trig-
lycerides or phospholipids are still unknown.
The more obvious hypothesis seems to be
the selectivity of the substrate by enzymes
(diacylglycerol acyltransferase for NL syn-
thesis and phosphocholine or phosphoeth-
anolamine acyltransferase for PL synthesis)
[46]. Furthermore, it has been shown, in the
rat liver, that linoleic acid competes with
CLA for its incorporation into polar lipids
leading to CLA esterification into storage
lipids such as neutral lipids [47]. We can
thus speculate that the enzymes responsible
for the incorporation of PUFA into polar
lipids are more active or abundant in bovine
than in the rat liver and therefore are not
limiting for the esterification of rumenic
acid into polar lipids.

In our experimental conditions, the prod-
ucts of esterification were secreted as part
of VLDL particles by liver slices to a very
low extent. The hepatic synthesis of VLDL
is a complex process requiring the coordi-
nated synthesis of lipids and constitutive
proteins (mainly apoprotein B) and their
assembly into lipoprotein particles [48].
The time necessary to allow the synthesis
and secretion of VLDL particles is probably
more than 17 h of liver slice incubation in
our experimental conditions. When the
secretion of rumenic and oleic acids as part
of VLDL particles by the bovine liver was
expressed as nmol- g‘1 fresh liver, the extent
of secretion was quite similar for the two
FA. However, when expressed as the per-
centage of incorporated FA, the secretion of
oleic acid was 3-fold higher than that of
rumenic acid. This discrepancy, already
observed in the rat liver [21], was probably
due to the higher intensity of liver uptake of
the CLA isomer compared to that of oleic
acid. Furthermore, the fact that the bovine
liver in our experimental conditions secreted
a lower amount of rumenic acid than the rat
liver [21] could be explained by the prefer-
ential esterification pathway in the former,
directing the CLA isomer mainly into polar
lipids, which are preferentially associated
to membranes as part as lipoproteins for
export.

In conclusion, the in vitro model of liver
slices allows us to compare the main meta-
bolic pathways of the more abundant CLA
isomer present in ruminant products and of
oleic acid in the bovine liver. Thus, under
our experimental conditions, we have clearly
demonstrated that rumenic acid incorpo-
rated into bovine hepatocytes was highly
catabolized (more than 50%), a non negli-
gible part was converted into conjugated
C18:3, and CLA and its derivatives were
preferentially incorporated into the polar
lipid fraction. Moreover, further investiga-
tions concerning conjugated derivatives
arising from the hepatic conversion will be
therefore necessary in order to determine
their biological properties.
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L'apport de graine de lin ne modifie pas la synthéset le métabolisme

du CLA dans le foie de bouvillon en croissance

A. De La Torre, D. Gruffat, V. Scislowski, D. Durard et D. Bauchart

En préparation

Résumeé.Les produits de ruminants sont la majeure sourc€ld& pour 'homme. Leur
teneur en CLA est modulée par l'alimentation demanx. Toutefois, aucune donnée n'est
disponible concernant l'effet de I'alimentation degnaux sur la synthese et le métabolisme
des CLA. Dans ce contexte, le métabolisme de Batidns vaccénique (ATV) et des 2
principaux isomeres de CLA (9c,11t et 10t,12c) & €tudié en utilisant la technique des
explants de foie en survie provenant de bouvillgms7 par lot) recevant soit un régime
standard (Témoin), soit le méme régime supplémereé 4% de lipides sous forme de graine
de lin (Graine Lin) ou d'huile de lin infusée emtinue dans le duodénum (Huile Lin). Les
explants de foie ont été incubés pendant 17h a 3616 95% @5% CQ dans un milieu
contenant 0,75 mM d'un mélange d'acides gras et\Sle *C-9¢,11t-CLA ou**C-10t,12c-
CLA ou *C-ATV. L'incorporation du 9c,11t dans les expladis foie est 2 fois plus
importante que celle du 10t,12c et n'est pas nmamlifiar la supplémentation en lipides des
animaux. Par contre, le captage de I'ATV est légerd réduit (-30%) lorsque les animaux
recoivent de la graine de lin. Plus de 50% des ésemde CLA captés sont catabolisésPar
oxydation essentiellement sous forme de corps mpies (>99%). Par contre, seuls 28% de
I'ATV capté entrent dans la voie feoxydation. Environ 17% des isoméres non oxydés son
convertis en C18:3 conjugué alors que la structhienique de I'ATV n'est pas modifiée.
L'estérification des 2 isomeres de CLA conduit mtgoement a la formation de lipides
polaires (74%) et celle de I'ATV a une syntheseivédente de lipides neutres et polaires.
Toutes ces étapes du métabolisme des CLA et de/I'Ag sont pas influencées par la
supplémentation lipidique des animaux. La sécréties1 CLA et de I'ATV est tres faible, elle
est réduite dans le cas des isomeres de CLA pgrofade graine ou d'huile de lin et reste
inchangée dans le cas de I'ATV. En conclusionsiggplémentations lipidigues ne modifient
pas la synthese et le métabolisme des CLA au nihépatique chez le ruminant laissant
envisager l'intervention d'autres tissus tels questu adipeux dans ces métabolismes.
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Résumé.Les produits de ruminants sont la majeure sourc€ldé pour I'homme. Leur teneur en CLA est
modulée par l'alimentation des animaux. Toutefaiscune donnée n'est disponible concernant l'eféet d
l'alimentation des animaux sur la synthése et leabotisme des CLA. Dans ce contexte, le métabolidme
l'acide trans vaccénique (ATV) et des 2 principaomeres de CLA (9¢,11t et 10t,12c) a été étudiatitisant

la technique des explants de foie en survie praveda bouvillons (n=7 par lot) recevant soit unimég
standard (Témoin), soit le méme régime supplémawme 4% de lipides sous forme de graine de linif@ra
Lin) ou d'huile de lin infusée en continue dansll®dénum (Huile Lin). Les explants de foie ont iGigubés
pendant 17h a 37°C sous 95% %% CQ dans un milieu contenant 0,75 mM d'un mélangediacgras et 55
uM de’*C-9c¢,11t-CLA ou**C-10t,12¢c-CLA ou*C-ATV. L'incorporation du 9¢,11t dans les explatiésfoie est

2 fois plus importante que celle du 10t,12c ettrpas modifiée par la supplémentation en lipides atl@maux.
Par contre, le captage de I'ATV est légérementir¢eB0%) lorsque les animaux recoivent de la geade lin.
Plus de 50% des isoméres de CLA captés sont cat@bgaf3-oxydation essentiellement sous forme de corps
cétoniques (>99%). Par contre, seuls 28% de I'A@p& entrent dans la voie feoxydation. Environ 17% des
isomeres non oxydés sont convertis en C18:3 coagjuars que la structure chimique de I'ATV n'es$ pa
modifiée. L'estérification des 2 isomeres de CLAdwit majoritairement a la formation de lipides giods
(74%) et celle de I'ATV a une synthése équivalem¢elipides neutres et polaires. Toutes ces étapes d
métabolisme des CLA et de I'ATV ne sont pas infaéms par la supplémentation lipidiqgue des animaax.
sécrétion des CLA et de I'ATV est tres faible, eft réduite dans le cas des isomeres de CLAg@pdit de
graine ou d'huile de lin et reste inchangée damsidede I'ATV. En conclusion, les supplémentatigrdiques

ne modifient pas la synthése et le métabolismeCdé#sau niveau hépatique chez le ruminant laissanisager
I'intervention d'autres tissus tels que le tisspextk dans ces métabolismes.

Introduction

L'acide linoléigue conjugué (CLA) est un terme @#que désignant un ensemble d'isomeres
géomeétriques et de position de I'acide linoléiqosspdant deux doubles liaisons conjuguées locslisée
en différentes positions de la chaine carbonéeuBeme dizaine d’années, l'intérét porté au CLA n’
cessé d'augmenter en raison de ses potentiellgwi¢iés biologiques remarquables en terme de
prévention ou de traitements de pathologies séxdres 'Homme telles que le cancer, les maladies
cardio-vasculaires, l'obésité.... (Belury, 2002).lil@ntation constitue la premiére source de CLA
pour 'hnomme qui en consomme quotidiennement 1BW0amg (Ritzenthalest al, 2001). De maniére
générale, les produits les plus riches en CLA boifdit et les produits laitiers (fromages, yaour}s
qui contiennent environ 5 mg de CLA par gramme d#iéres grasses et les viandes de ruminants (2.7
a 5.7 mg/g de matiéres grasses), l'isomére majerégant I'acide rumeénique (9c, 11t, 76 & 95 % CLA
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totaux). D'autre part, des synthéses de CLA soaleétent réalisées par l'industrie conduisant
principalement a la production d'isomeres individacide ruménique et I'isomere 10t,12c) ous de
mélanges de ces 2 isomeres (ratio 50:50) (Gretdig, 2001).

La présence de CLA dans les produits de rumineddslte, pour une faible part, de la
biohydrogénation et de la trans isomérisation défea gras polyinsaturés apportés par les fourrages
les concentrés et les éventuels suppléments emegraléagineuses dans le rumen des animaux et, en
grande partie, d'une synthese endogene (Grigtai, 1999). En effet, de récents travaux ont montré
des différences marquées de teneur et de compositidCLA dans les contenus digestifs et dans les
dépbts musculaires (Bauchattal, 2002) ou le lait (Looet al, 2003). La synthése endogéne de CLA
a lieu dans les tissus ouA® désaturase est exprimée ie. dans la glande maenotaz I'animal en
lactation ou la synthése de CLA a partir de I'atidas vaccénique (11 trans C18:1, ATV) représente
60 a 90% du CLA présent dans le lait (Griirgtral, 1999 ; Griinariet al, 2000 ; Kayet al, 2004) et
probablement dans le tissu adipeux chez l'animaireissance (St Johet al, 1991 ; Martinet al,
1999) bien que, chez le bovin méle, aucune étuale é&té entreprise afin de déterminer la nature et
l'importance des tissus ou organes (autre quenhemy pouvant étre impliqués dans la synthese et le
métabolisme des CLA.

Différentes études ont montré qu'il était possitdenoduler, notammentia I'alimentation des
animaux, la composition en acides gras (AG) dasspl®duits de ruminants. Parmi les facteurs
alimentaires, la composition de la ration de baappprt entre fourrage et concentré), le taux et la
nature d'un éventuel apport en lipides sont patkethent efficaces pour moduler la composition en
AG dans le lait et la viande. Ainsi, une suppléradah des rations en graines oléagineuses (tourneso
riche en acide linoléique ou lin riche en acideliémique) augmente significativement les teneurs en
CLA et en ATV dans les tissus (Kelbt al, 1998 ; Enseet al, 1999 ; Baucharet al, 2002 ; Mir,
2003). D'autre part, certaines conditions alimeesa{régimes riche en concentré et pauvres ersjibre
peuvent altérer la distribution des isoméres de @bAavorisant l'incorporation de l'isomeére 10t,12c
dans les lipides du lait (Griinagt al, 1999). Il est donc important d'étudier si l'alimteion des
animaux, notamment une supplémentation en grail@gioeuses, peut modifier la synthese et le
métabolisme des CLA dans le foie qui est un organant un réle majeur dans le métabolisme des
lipides (Gruffatet al, 1996). En effet, l'intensité des différentesegométaboliques du CLA dans le
foie est encore mal documentée a I'exception dwtes le foie de différentes especes telles quatle
(Banniet al, 1995 ; Sébédiet al, 2001 ; Gruffatet al, 2003), le mouton (Banrmt al, 1996) et la
souris (Beluryet al, 1997) serait capable de convertir le CLA en Ct8§jugué pa6 désaturation.

Dans ce contexte, le but de notre étude est @erdiger, en utilisant la technique d'explant de
foie en survie, le métabolisme des 2 principaurises de CLA (9c,11t et 10t,12c) et de I'ATV dans
le foie de ruminants ayant recu pendant 70 joussaupplémentation avec 4% de lipides fournis soit
sous forme de graine de lin dans la ration sois Sotme d'huile de lin infusée en continue dans le
duodénum proximal.

Approche expérimentale

Animaux et prélévements

Vingt un bouvillons Charolais x Salers ont étdisés pendant une période de 70 jours aprés
avoir été répartis en 3 lots (n=7) sur la baseede poids vif et de leur gain moyen quotidien. Le
régime témoin (Témoin) a consisté en 540 g de éiA60 g de concentré sur la base de la matiere
séche. Les 2 régimes expérimentaux consistaielat @@me ration de base supplémentée avec 4% de
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lipides (150g/jour) fournis soit sous forme de geade lin (Graine Lin) soit sous forme d'huile uhe |
infusée en continue dans le duodénum proximal €Hlin) comme précédemment décrit par
Scislowskiet al (2005).

Les prélevements de foie ont été effectués imneémient apres abattage des animaux.
Approximativement 200 mg de foie, découpés en finasches (0.5 mm), ont été déposés sur des
grilles de métal soit dans des boites de cultute pmanes soit dans des flacons équipés de nsicelle
suspendues contenant 500 mL d'hydroxyde hyaminedaficomplexer 1&'CO, produit. Les explants
ont été incubés pendant toute la durée de I'expeEia 37°C sous atmosphere contrblée (956D
CO,). Durant les 2 premieres heures, les explantséé@tincubés en présence de RPMI-1640
supplémenté avec un mélange d'antibiotique / acttigue (pénicilline 100 U/mL, streptomycine 0.1
mg/mL, amphotéricine 0.25 pg/mL) sans AGs afin uiggr les stocks en AG des cellules hépatiques.
Le milieu de culture a ensuite été remplacé pamiiieu RPMI-1640 contenant, en plus du mélange
antibiotiques / antimycotiques, un mélange d'AG plexés a la BSA (rapport molaire 4/1)
représentatif des AGNE plasmatiques (concentrafioale 0.75 mM) (Chilliardet al, 1984) en
présence d'un des isotopes radioactifs suivant"‘qLATV (51.2 mCi/mmol), [1¥'C] 9¢,11t CLA
(53.4 mCi/mmol), [1¥'C] 10t,12¢ CLA (53.4 mCi/mmol). A la fin de l'incation (17h), les milieux de
culture ainsi que les explants de foie sont récgpén vue des différents dosages.

Mesures analytigues

Oxydation des AG en corps cétoniques et CO

Le CO excrété par les cellules hépatiques a été compdexie I'hydroxyde d’hyamine
introduit en début d'incubation dans les nacellspendues dans le flacon et a été compté a laefin d
I'expérience dans 4 mL de Ready Safe dans un camgtecintillation3. Les corps cétonigues ont été
estimés par traitement des homogénats (250uL) etmileeux (500uL) avec de I'acide perchlorique
froid (0.2mM final) (Graulett al, 1998).

Bioconversion des AG

Les AG, obtenus apres extraction des lipides jof&olchet al 1957), ont été transméthylés
par le trifluoride de Bore en présence de méthéDbtistieet al, 2001). Les esters méthyliques d'AG
ont ensuite été analysés par chromatographie gismsise couplée a un radiodétecteur (GC-RAM,
Lablogic, Sheffield, United Kingdom) comme précédeent décrit par Gruffagt al. (2003).

Estérification des AG en lipides neutres et p@sir

Apres extraction des lipides totaux (Folehal, 1957), les 2 principales classes de lipides
(lipides neutres et polaires) ont été séparéestpamatographie liquide basse pression sur coldene
silice Sep Pack® activée par des groupements aproyl (Kaluznyet al 1985). Les fractions ont

été collectées dans des flacons a scintillatiorevelporées avant comptage de leur radioactivité
spécifique pap scintillation.

Sécrétion des AG

Les VLDL produites par les explants de foie or# @urifiées par ultracentrifugation de
flottaison (Grauletet al, 1998). Briévement, les milieux contenant IE€] VLDL (3 mL) ont été
additionnés de VLDL purifiées a partir de plasmavdaux (0.3 mg TG-VLDL/mL) permettant ainsi
l'entrainement des VLDL marquées pendant leur aéipar par ultracentrifugation. Une fois les
mélanges ajustés a la densité de 1,063 g/L avdwainure de potassium (KBr) solide et surmontés
d'une solution de KBr a 1,006 g/L, les VLDL ont &élées par centrifugation de flottaison a 100 000
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g pendant 16 heures a 15°C (ultracentrifugeuseror2060 équipée d'un rotor & godets mobiles de
type TST41.14). Les 2 mL supérieurs de chaque ¢ob&enant les VLDL ont été re-centrifugés dans
les mémes conditions que précédemment en présenBSA (50 mg/tube) afin d'éliminer les AG
radioactifs liés a l'albumine et fixés sur les VLEddioactives. Les VLDL ainsi purifiées (2.5 mL)ton
été comptées dans des fioles a scintillation avat. 4le Ready Safe®.

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyefheereur standard a la moyenne (SE). Les
significations statistiques des différences endigimes (témoin vs. graine de lin vs. huile de 6n)
entre acides gras (9c,11t vs. 10t,12c) ont étédegtar analyse de variance (ANOVA) en utilisant la
procédure mixte de SAS (SAS, 1989).

Résultats

Métabolisme des 2 principaux isomeres de CLA (962110t,12¢) dans le foie de ruminant ayant recu
ou non une supplémentation en lipides

L'incorporation du CLA dans les explants de fas¢ 2 fois plus importante (Fig. 1A) pour
l'isomére 9c,11t que pour lisomére 10t,12c (emvi2@ nmol et 10 nmol/g de foie respectivement,
P<0.0001) ce qui correspond a environ 4.2 et 2.8%hdque isomére de CLA introduit dans le milieu
dincubation (Fig. 1B, P<0.001). Toutefois, cettecarporation n'est pas modifiée par la
supplémentation lipidique regue par les animaug. (E).
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Fig. 1: Captage des 2 principaux isomeres de CLA (9&110t,12c) par les explants de foie de bovingya
recu une alimentation standard (Témoin) ou supphééeeavec de la graine (Graine Lin) ou de I'hugelid
(Huile Lin). Les résultats sont exprimés en quantiptée (A) et en taux de captage (B). Les diifé&e entre
isomeéres et entre régimes sont testées par ANOVAutédisant la procédure mixte de SAS. Différences
significatives entre isomeéres ** : P<0.001 ; *P=<0.0001.

Une fois dans les hépatocytes, plus de 50% demiése 9c,11t sont catabolisés par la voie
d'oxydation alors que seulement 40% de lisomertgl2€ sont oxydés (Tableau 1, effet global :
P<0.0001). Cette oxydation conduit majoritairemeetd formation de corps cétoniques (plus de 99%)
au dépend d'une oxydation complete sous forme derg@ésentant en moyenne moins de 1% de
l'oxydation des isomeres de CLA. La supplémentagionipides des animaux ne modifie pas le taux
d'oxydation des isoméres de CLA (Tableau 1) biem lgusupplémentation avec de la graine de lin
tend a augmenter I'oxydation compléte des isomeéne€Q au détriment de leur oxydation sous
forme de corps cétoniques (P<0.05).
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9c,11t 10t,12¢c
Témoin Graine Lin Huile Lin Témoin Graine Lin HiiiLin

Taux d'oxydation 63.0+£575 57.6+594 5321411 43.3+7.45 .9333.39 43.3%+2.35
(% AG capté)
- Corps cétoniques 99.8+0.08 99.2+0.28 996+0.1% 99.4+0.14 98.7+0.29 99.3+0.07
(% AG oxydé)

-CO 0.23+0.08 0.83+0.28 0.35+0.1%1 0.63+0.14 1.31+028 0.67+0.07
(% AG oxydé)
Taux de bioconversion 23.4+4.84 24314098 18.8 +5.32 199+1.34 895.21 6.0 +3.22
(% AG capté)
Taux d'estérification 37.0+5.75 42.4+5.94 46.8+4.11 56.7+7.45 .1663.39 56.7+2.35
(% AG capté)
- Lipides neutres 29.1+7.14 235+4.64 16.2+2.13 349+ 8980.8+1.88 33.1+4.74
(% AG estérifi€)
- Lipides polaires 709+7.14 76.5+4.64 83.8+2.13 65.1 +8.9879.2+1.88 66.9 +4.74

(% AG estérifié)

Tableau 1 : Oxydation sous forme de corps cétoniques et @g, Gioconversion sous forme de C18:3 conjugué et
estérification sous forme de lipides neutres eaipe$ des 2 principaux isomeres de CLA (9¢,110&tL2c) par les explants
de foie de bovins ayant regu une alimentation stah@émoin) ou supplémentée avec de la grainer{&tan) ou de I'huile

de lin (Huile Lin). Les différences entre isomee¢®ntre régimes sont testées par ANOVA en utiliaprocédure mixte de
SAS. Différences significatives entre réginitsP<0.05.

Une fraction non négligeable des isoméres de ClLantgchappé a la voie d'oxydation est
convertie en C18:3 conjugué (en moyenne 17%, Talganais aucune différence significative n'est
notée que ce soit entre isoméres de CLA ou enitonde I'alimentation des animaux.

L'intensité d'estérification de l'isomere 9c,1&t plus faible que celle de lisomere 10t,12c
(environ 42 et 60% respectivement, effet globak0.B1, Tableau 1) mais n'est pas modifiée par la
supplémentation lipidique recue par les animauxteCestérification conduit majoritairement a la
synthése de lipides polaires (environ 74%), |'d@atétion sous forme de lipides neutres ne
correspondant en conséquence qu'a environ 26%ldee§térifies. La synthese de lipides polaires a
partir de l'isomére 10t,12c est accrue chez lamaum supplémentés avec de la graine de lin (+21,6%)
au détriment des lipides neutres (P<0.05).

Aprés une période de 17h de survie des explantsielela sécrétion des CLA sous forme de
VLDL est faible puisqu'elle ne concerne en moyeqgue 0.05% des isomeéres de CLA captés (Fig. 2).
Il n'existe aucune différence significative entsmmeres de CLA. Toutefois, la supplémentation
alimentaire des animaux avec de la graine ou déd'lde lin tend & diminuer la sécrétion de VLDL,
diminution qui apparait significative dans le cad'omere 10t,12c¢ (-53%, P<0.05, Fig. 2B).
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Fig. 2: Sécrétion sous forme de VLDL des 2 principauxrigres de CLA (9c,11t et 10t,12c) par les expldats

foie de bovins ayant recu une alimentation stan¢lBédhoin) ou supplémentée avec de la graine (Giaimeou

de I'huile de lin (Huile Lin). Les résultats sompemés en quantité sécrétée (A) et en taux degénr(B).

0.000
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Les différences entre isomeéres et entre régimestastées par ANOVA en utilisant la procédure mogeSAS.
Différences significatives entre réginfds P<0.05.
Métabolisme de l'acide trans vaccénique dans le fd&@ ruminant ayant recu ou non une

supplémentation en lipides

Le captage de I'ATV par les explants de foie (BW) est significativement réduit lorsque les
animaux sont supplémentés avec de la graine dé€9lih vs. 14.0 nmol/g foie, P<0.05) ce qui
correspond respectivement a 1,06 et 1,26% de I'AINduit dans le milieu d'incubation (Fig. 3B).
Cette diminution n'est pas observée lorsque lesan sont supplémentés avec de I'huile de lin.
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Fig. 3 : Captage de l'acide trans vaccénique par lesaptplde foie de bovins ayant recu une alimentation
standard (Témoin) ou supplémentée avec de la g(@rene Lin) ou de I'huile de lin (Huile Lin). Leésultats
sont exprimés en quantité captée (A) et en tawagtage (B).

Les différences entre isomeres et entre régimestestées par ANOVA en utilisant la procédure moeeSAS.
Différences significatives entre réginfés P<0.05.

L'ATV incorporé est oxydé par voie mitochondrialeec une intensité comparable (environ
28%) quelque soit le régime recu par les animaumbl@au 2). Cette oxydation conduit
majoritairement a la formation de corps cétonigi@wiron 98%) alors que seulement 2% de I'ATV
est oxydé completement sous forme de Cldbleau 2). L'alimentation des animaux ne modiiéis la
répartition entre ces 2 voies d'oxydation.

Acide Trans Vaccénique

Témoin Graine Lin Huile Lin
Taux d'oxydation 26.0 £ 3.28 33.2+3.67 24.9+2.18
(% AG capté)
- Corps cétoniques 98.3+0.38 98.0+0.16 97.9+0.16
(% AG oxydé)
-CO 1.73+0.38 2.02+0.16 2.05+0.16
(% AG oxydé)
Taux de bioconversion 0 0 0
(% AG capté)
Taux d'estérification 74.0 £ 3.28 66.8 £ 3.67 75.11+2.18
(% AG capté)
- Lipides neutres 40.8 £6.33 46.6 £ 4.54 45.4 +£3.84
(% AG estérifié)
- Lipides polaires 59.2 +6.33 53.4+4.54 54.6 + 3.84

(% AG estérifié)

Tableau 2: Oxydation sous forme de corps cétoniques et@g kioconversion sous forme de C18:3 conjugué
et estérification sous forme de lipides neutrepaddires de l'acide trans vaccénique par les eiplda foie de
bovins ayant recu une alimentation standard (Témminsupplémentée avec de la graine (Graine Linji®u
I'huile de lin (Huile Lin).

Les différences entre isomeres et entre régimeasasiées par ANOVA en utilisant la procédure moeeSAS.
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L'ATV ayant échappé de la voie d'oxydation n'emd pioconverti dans le foie des animaux
quelque soit le régime (Tableau 2).

L'estérification de I'ATV (environ 72% de I'ATV g8, Tableau 2) conduit de fagon a peu
prés équivalente a la formation de lipides neufmwiron 44% de I'ATV estérifié) et de lipides
polaires (environ 56% de I'ATV estérifié). L'alimation des animaux n'a pas modifié l'intensité
d'estérification ni la proportion des lipides syétthés.

La sécrétion de I'ATV sous forme de VLDL est faildans nos conditions expérimentales
(environ 0,012 nmol/g foie (Fig. 4A) soit environl@% de I'ATV introduit dans le milieu
d'incubation (Fig. 4B)) et n'est pas influencéeliadéimentation des animaux.
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Fig. 4 : Sécrétion sous forme de VLDL de 'acide transcéaique par les explants de foie de bovins ayant r
une alimentation standard (Témoin) ou supplémeatee de la graine (Graine Lin) ou de I'huile de(ktuile
Lin). Les résultats sont exprimés en quantité $éer@?) et en taux de sécrétion (B).

Les différences entre isomeres et entre régimasastiées par ANOVA en utilisant la procédure moeeSAS.

Discussion

Malgré le grand nombre d'études concernant letseffiologiques bénéfiques des CLA pour
I'nomme ces derniéres années (Belury, 2002), lalmésme des différents isomeres de CLA, et plus
particuliérement leur distribution entre les voitsxydation, de bioconversion et d'estérificatiams
les tissus et organes, a été tres peu étudiée édenies données concernant le métabolisme de I'ATV
sont inexistantes malgré l'importance de sa digidgi pour les tissus périphériques en tant que
précurseur de CLA. La présente étude rapporte lgopremiére fois le métabolisme comparé des 2
principaux isoméres de CLA et de I'ATV dans le fale bovin recevant une alimentation
supplémentée ou non en lipides en utilisant lartiegiein vitro d'explants de foie en survie.

Les 2 isomeres de CLA ont été choisis pour lewndbnce dans l'alimentation humaine
(9c,11t, Griinariet al, 1999) et dans les suppléments commerciaux (9etl1dt,12c, Gnadigt al,
2001). De plus, bien que lisomére 9c,11t soibiiere majoritaire synthétisé par les ruminants
recevant une alimentation conventionnelle, une tiggamon négligeable de 10t,12c a été reportée dans
le lait d'animaux recevant une alimentation pawemefibres (Griinariet al, 1999). Ces 2 isoméres
possédent des propriétés biologiques distinctesi dusn lorsqu'ils sont utilisés séparément qu'en
mélange (Pariza, 2001).

D'un point de vue expérimental, les concentratdm€LA et d'ATV ajoutés dans les milieux
d'incubation (55 uM) sont proches de celles utiésdans différents systemes de culture cellulaige t
que des cellules cancéreuses humaines (St 1992) ou des hépatoytes de rat (Cantetdl,
1999). Ces concentrations n'entrainent pas d'effgistoxiques d'aprés I'évaluation de la viabilité
cellulaire (Cantwelket al, 1999). De plus, comparées a des étudesvo réalisées par Belury et al.
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(1997), les quantités de CLA ajouté dans nos mil@incubations sont proches de celles présentes en
veine porte lorsque 0,5 a 1,5% de CLA sont ajodéés |'alimentation des souris.

Dans nos conditions expérimentales, lintensitécaptage de lisomere 9c,11t est proche
(environ 4% de I'acide ruménique ajouté dans leenjilde celle obtenue par De La Toeteal. (2005)
utilisant le méme systéme d'explant de foie enisuoutefois, cette intensité de captage reste plu
faible que celle observée chez le rat (Grudfiaal, 2003). Il est bien connu maintenant que le captag
des AG par les hépatocytes résulte a la fois diiffiesion passive (Zakim, 1996) et d'une diffusion
facilitée (Fitscher et al., 1996). En conséquemee,différences de captage des AG entre espéces
peuvent étre attribuables a une plus faible aétioit & une plus faible quantité de transporteé d'
dans le foie de bovin par rapport au foie de rattdux d'incorporation de l'isomere 9c,11t est deux
fois plus important que celui de l'isomere 10t,82ns nos conditions expérimentales contrairement
aux résultats obtenus sur explants de foie detrdinbensité de captage des 2 isomeres étaitigient
(Gruffat et al, 2003). Ces résultats confirment les différenasaptage entre especes proposées ci-
dessus et pourraient s'expliquer par une sensilplitls importante des hépatocytes de bovins a la
conformation spaciale des AG par rapport aux hégegs de rat. Pour les deux isoméres de CLA
étudiés, les supplémentations lipidiques recues lgmranimaux ne modifient pas leur intensité
d'incorporation dans les hépatocytes. Par cordreaptage de I'ATV par les hépatocytes de bovin,
proche des valeurs obtenues par Grudtadl (2005), est réduit de 30% lorsque les animauaiveat
de la graine de lin.

Une fois incorporés dans les hépatocytes, leoraddses de CLA sont fortement catabolisés
par -oxydation puisque cette voie métabolique utilidaspde 50% des CLA incorporés. Les
différences d'intensité d'oxydation observées efdse 2 isoméres sont probablement liées a la
différence d'intensité de leur captage. Ces tamxydation sont proches de ceux observeés pour ¢acid
rumeénique sur hépatocytes de bovin par De La Tetriad. (2005) et pour le 9¢,11t et le 10t,12c sur
hépatocytes de rat par Gruffgtal. (2003) et sont supérieurs a ceux de I'oléate (@ref al, 2003 ;

De La Torreet al, 2005). En effet, des études antérieures (Sakobmb, 1999 ; Sergieét al, 2001)

ont montré que le foie de rats nourris avec du @kdduit significativement plus de corps cétoniques
que celui de rats nourris avec de l'acide linoléidLa stimulation de la cétogenése est corrélésea u
réduction de la sécrétion des triglycérides pdpie, mécanisme qui pourrait en partie expliqusr le
effets hypolipémiques des CLA alimentaires (Sakenal, 1999). L'oxydation des isoméres de CLA
conduit préférentiellement a la production de cocptoniques qui représentent plus de 98% des
produits totaux d'oxydation comme précedemment r@csur hépatocytes de bovin (De La Tate
al.,, 2005) et de rat (Gruffaet al., 2003). En effet, le catabolisme des AG dans le fest
majoritairement orienté vers le synthése de coépsniques afin de satisfaire la fourniture d'érergi
aux tissus (Eatost al, 1999). Une supplémentation de l'alimentationlm®sns avec de la graine de
lin tend a augmenter le taux de production de coépsniques au détriment de la production de.CO
Toutefois, étant donné la part déja majoritaire cmps cétoniques, ces différences ne devraient pas
avoir de conséquences physiologiques. Le taux datign de I'ATV ne représente que 28% de I'ATV
capté par les hépatocytes comme précédemment dénpant Gruffatet al. (2005) et est similaire a
celui de l'oléate (acide gras standard) mesuré lehezau préruminant et le rat (Graud¢tal, 1998 ;
Grauletet al, 2000). Lap-oxydation de I'ATV conduit essentiellement a laduction de corps
cétoniques comme la majorité des acides gras oxydésveau hépatique. La supplémentation des
animaux avec des lipides ne modifie pa@-laxydation de I'ATV.

Les isomeres de CLA qui échappent a la voi@-da&ydation sont convertis de fagon similaire
et non négligeable (17% en moyenne) en C18:3 carjuQette conversion a déja été suggérée dans le
foie de rat (Bannkt al, 1995 ; Sébédiet al, 2001), de mouton (Banmit al, 1996) et de souris
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(Beluryet al, 1997) et démontrée dans le foie de rat (Graffatl, 2003) et de bovin (De La Tored
al., 2005). Cette conversion résulte de l'action dadalésaturase comme démontré sur microsomes
de foie de rat (Berdeauet al, 2002). D'autre part, Juanéda al. (1999) ont montré que l'acide
rumeénique était non seulement converti en C18:3 raassi en dérivées C20:3 dans le foie de rat.
L'absence de bioconversion du CLA en C20:3 conjudpres le foie de bovin dans nos conditions
expérimentales peut s'expliquer par un temps djsitbon trop court des explants pour permettre
I'elongation du C18:3 conjugué en C20:3 conjuguéfficacité de bioconversion du CLA en C18:3
conjugué, 2 fois plus faible chez le bovin que deeat (Gruffatet al, 2003) pourrait s'expliquer par
une teneur et/ou une activi® désaturase plus importante chez le rat puisqupréssion de
I'enzyme est stimulée par le CLA (Takahasthal, 2003) et que le captage du CLA par le foie de ra
est plus important que par le foie de bovin comnzeudé précédemment. La supplémentation des
animaux avec de la graine ou de I'huile de lin ngliffe pas le taux de bioconversion des 2 isomeéres
de CLA en C18:3 conjugué. L'absence de bioconverd® I'ATV en dérivés conjugués tel que le
CLA a déja été démontrée sur hépatocytes de rdé étovin (Gruffatet al, 2005). Toutefois, une
stimulation de cette désaturation pouvait étre régpévec la supplémentation a base de graine de lin
puisque celle-ci stimule la synthese d'ATV au niveaminal (Scollaret al, 2005) et donc pourrait
augmenter la quantité de substrat au niveau héjgatiq

L'estérification des 2 isomeres de CLA et de lelésvés conjugués par les explants de foie
de bovin conduit préférentiellement a la formatimlipides polaires (environ 74%) en accord avec
les résultats de Sébédival. (2001) sur foie de mouton montrant que le CLAest dérivés conjugués
sont majoritairement associés aux lipides polai@ette voie d'estérification des AG conjugués est
spécifique des ruminants puisque, dans le foieatld'acide ruménique est principalement incorporé
dans les lipides neutres (Gruffattal, 2003). Une supplémentation de l'alimentation lutegns avec
de la graine de lin augmente encore la proporttipgides polaires par rapport aux lipides neutres.
Toutefois, étant donné la part déja majoritaire lif@des polaires, ces différences ne devraient pas
avoir de conséquences physiologiques important&sTM, quant a lui, est estérifié de fagon
équivalente sous forme de lipides neutres et pdaitomme précédemment décrit (Grufatal,
2003), le taux d'estérification et la répartitiorire lipides neutres et polaires n'étant pas inffée par
l'apport de lipides aux animaux.

Dans nos conditions expérimentales, les prodidstétification des isoméres de CLA et de
I'ATV sont sécrétés sous forme de VLDL a une tegblé intensité. La synthése hépatique de VLDL
est un processus complexe nécessitant la syntbesgotinée de lipides et de protéines constitutives
et leur assemblage sous forme de particules derbp&ines (Gruffaet al, 1996). Le temps nécessaire
a la synthése et la sécrétion des VLDL est proladaté supérieur a la durée d'incubation des explants
Le taux de sécrétion des 2 isomeres de CLA panidede bovin est 2 fois plus faible que par le fige
rat (Gruffatet al, 2003) ce qui pourrait s'expliquer par I'estéaifion préférentielle du CLA en lipides
polaires dans le foie de bovin, lipides principadetassociés aux membranes. Une supplémentation
des bovins avec de la graine ou de I'huile deciidl ta réduire la sécrétion des 2 isomeres de CLA so
forme de VLDL, diminution significative dans le cds lisomere 10t,12c. Cette diminution pourrait
s'expliquer par l'augmentation de la synthese mldds polaires avec la supplémentation par rapport
aux lipides neutres, réduisant encore la proporttenCLA pouvant étre sécrétée sous forme de
triglycérides.
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Résumé: L'acide linoléique (CLA), principalement les mséres 8is,11ltrans et 1@rans,
12cis, et les acides gras polyinsaturés n-3 (AGPI neB} sonnus pour réduire la croissance
tumorale. Cette étude compare, sur différentesileslitumorales humaines (sein, poumon,
colon, prostate, peau), les effets antiprolifésatif) d'acides gras monoinsatutésns vs.
monoinsaturégis et monoinsaturés vs. AGPI, 2) diisomeéres indivislae CLA vs. l'acide
linoléique, 3) de dérivés conjugués des CLA vsrddwomologues non conjugués et vs. les
isomeres de CLA. Les cellules tumorales ont étéoséps a un milieu contenant les acides
gras individuels (100 uM) pendant 48 h et leur ifgmdtion a été déterminée en quantifiant
I'ADN cellulaire par fluorescence (Hoechst 33342s effets antiprolifératifs des acides gras
varient avec le type de cellules et sont pricip&etdépendant du degré d'insaturation, de la
position et de la configuration de leur doublesiaa. L'isomere t9ans1liransde CLA et les
dérivés conjugués sont les acides gras les plugpralifératifs vis-a-vis des cellules
tumorales. Ces résultats suggerent que les prodeitaiminant contiennent des composés
antiprolifératifs actifs.
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Conjugated linoleic acid Isomersand Their Conjugated Derivatives Inhibit Growth of
Human Cancer Cell Lines
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Abstract : Conjugated linoleic acid (CLA), mainly ¢9,t11- atid,c12-isomers, and polyunsaturated n-3 fatty
acids (n-3 PUFA) have been shown to reduce tunmmstly: This study compared, on a set of human turatis
(breast, lung, colon, prostate and melanoma), kipraliferative effects of 1jrans monounsaturated fatty acids
(MUFA) vs. cis MUFA and MUFA vs. PUFA, 2) individual isomers ofL& vs. linoleic acid, 3) CLA
conjugated derivatives vs. their non-conjugated dlogues and vs. CLA isomers. Tumor cells were eggde
medium containing individual FA (100 uM) for 48hdatheir proliferation was determined by measuring t
cellular DNA content (fluorescent Hoechst 33342)dyntiproliferative effects of FA varied with thgpe of
cells and were mainly dependent on the degree sdituration, and on the position and configuratibtheir
double bonds. One isomer of CLA (19,t11-18:2) ahd\@onjugated derivatives exhibited the strongesigh-
inhibitory effect against cancer cells. These itsssliggest that ruminant products contain activepounds
against human tumor cell proliferation.

Key words Conjugated linoleic acid isomers, CLA derivatividty acids, human cancer cell lines prolifenatio

I ntroduction

Human cancers result partially from various enwnental factors (1) and, among them, dietary
components could play an active role in the risk@felopment of various cancers, notably of breast,
colon and rectum and prostate (2). Indeed, fatity @A) intake was proposed almost 60 years ago as
a possible causal factor in the etiology of can@r However, there are still many contradictions,
since in experimental animals, cis monounsaturateblpolyunsaturated FA of the (n-3) family ((n-3)
PUFA) are protective against cancer developpeméeteas a diet high in (n-6) PUFA is correlated
with cancer promotion (4). Moreover, seveiralvitro experiments using cell cultures all led to the
same conclusion, that some FA, essentially (n-6 ém3) PUFA, when used at micromolar
concentrations, possess cytotoxic or antiprolifeeaeffects on tumor cells (5, 6). In the same way,
conjugated linoleic acid (CLA) which is naturallyegsent in ruminant products (meat, milk and dairy
products) could have numerous potential benefits homan health including anticarcinogenic
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properties (7-9). CLA is a collective term thatemsfto a mixture of positional and geometric is@ner
of linoleic acid with two conjugated double bonds4i geometric formsc(s/trans, trans/cis, cis/cigr
trans/trangd located at various positions of the carbon chdine presence of CLA in ruminant
products results, on the one hand, from the batteibhydrogenation anttans isomerisation of
dietary PUFA in the rumen (10) and, on the otherdhdrom an endogenous synthesis in tissues by
desaturation of vaccenic acid (VA, t11-18:1), aeotmtermediate of bacterial biohydrogenation of
PUFA (11) These processes lead to the production of at Ba&omers of CLA identified in dairy
fats (12) and dominated by rumenic acid (c9,t11-Gtémer, 80 to 90% of total CLA) (11). On the
other hand, synthetic CLA isomers can be producetustrially by catalytic hydrogenation of
vegetable oils leading to the production of indiatc9,t11- and t10,c12-isomers or, more ofterg in
mixture of both of these CLA isomers (usually ifh:& ratio), while the other positional and geonwetri
isomers are present in much lower concentratioB (1

CLA was first characterized as an anticarcinogdactor from grilled beef on chemically-
induced epidermal carcinogenesis in mice (14). Tas the first of manyn vivo but alsoin vitro
studies on anticarcinogenic properties of CLA. kdiedietary CLA supplementation (c9,t11 and/or
t10,c12 isomers) inhibits the initiation and thevelepment of mouse epidermal tumors (15) and
forestomach cancer (16), and rat mammary cancerl@)7n vitro, the same isomers of CLA inhibit,
in dose- and time-dependent manner, the prolifamati human tumor cells from lung, breast, colon,
skin, prostate and stomach cancers (19-21). Althotige molecular mechanisms of CLA
anticarcinogenic effects are still unknown, numerstudies showed that CLA inhibits DNA adduct
formation induced by exposure to carcinogens, flteceptor-mediated actions of oestrogens,
activates the expression of genes implicated imstnaption and signal transduction, induces caspase
activation and apoptosis in tumor cells and inkibitgiogenesis vivo (20, 22).

However, a majority of thesa vitro andin vivo experiments were carried out using the two
main isomers of synthetic CLA (c9,t11 and t10,cIAdsomers) tested either individually or in
50/50 mixture. Only one study reported that thepaoliferative properties of CLA were linked to the
configuration of its conjugated double bonds (28j)leed, among three CLA isomers tested (c9,t11-,
t10,c12- and c9,cll-isomers)is,transisomers exhibited a greater antiproliferative effen both
colo-rectal and prostate carcinoma cells tharctheiscounterparts. In the same way, antiproliferative
properties of conjugated derivatives of CLA witlet double bonds (C18:3 and C20:3) were never
studied although their synthesis by conversionloA Gas been previously described in the liver of ra
(24-26), mice (27) and lamb (28).

In this context, the aim of the present study wamvestigate, on a set of human tumor cells,
the antiproliferative effects of Xjans monounsaturated fatty acids (MUFA) compared@isoMUFA
and MUFA compared to PUFA, 2) individual isomersGifA (c9,t11; ¢9,c11; t9,t11; t10,c12; t7,c9
and c11,t13-isomers) compared to linoleic acidCBRA conjugated derivatives compared to their non
conjugated homologues (C18:3 and C20:3) and to SbAers.

Materialsand Methods

Fatty acids.Cis-vaccenic (c11-18:1), vaccen(tl1-18:1), oleic (c9-18:1) and linoleic (c9,c12-
18:2) acids were purchased from Sigma-Aldrich (&'ld'’Abeau Chesnes, France). Linolenic acid
(c9,c12,¢c15-18:3),cis9trans1l (c9,t11)-CLA, cis9cis-11 (c9,c11)-CLA andtrans9transl1l
(t9,t11)-CLA were purchased from Matreya Inc. (B Gap, PA, USA). Dihomo-gamma linolenic
acid (¢8,c11,c14-20:3) amuis-11 cis-14 cis-17 eicosatrienoic acid (c11,c14,c17-20:3) werelpased
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from Nu-Chek Prep Inc. (Elysian, MN, USAJrans10cis-12 (t10,c12)-CLA trans7cis-9 (t7,c9)-
CLA, cis1llftrans13 (c11,t13)-CLA, cis6trans10cis-12 (c6,t10,c12)-18:3cis-8trans12cis-14
(c8,t12,c14)-20:3 andis-8,cis-11ltrans13 (c8,c11,t13)-20:3 were synthesized in our latwy as
previously described (29). Stock solutions of efatty acid in ethanol (100 mM) were kept at -20°C
until use.

Cell lines and culture conditiond44Beu, a human melanoma cell line, was establishede
laboratory of Dr. J.F. Doré (INSERM, Unit 128, Lydfrance) from metastatic biopsy specimens and
has been maintained in cell culture for almost #arg (30). Breast adenocarcinoma (MCF7) and
carcinoma (T47D), prostatic adenocarcinoma (PCdprcadenocarcinoma (DLD-1) and lung non-
small-cell carcinoma (A-549) human cell lines wptgchased from the European Collection of Cell
Cultures (ECACC, Salisbury, UK). This set of huntamor cells was chosen because of the high
impact of such cancers on human death rate (3&gkSell cultures were maintained as monolayers
in 75-cnt culture flasks in complete medium containing : tG@inax Eagle's Minimum Essential
Medium (MEM) with Earle's salts (Gibco-BRL, Pais|éyK, ref. 41090-28) supplemented with 10%
fetal calf serum naturally poor in CLA (Biochromatbh 431 B, France) as verified by gas liquid
chromatography analysis (data not shown), 1% vitasolution (Gibco-BRL, Paisley, UK, ref. 11102-
037), 1% sodium pyruvate solution (Gibco-BRL, RayslUK, ref.11360-039), 1% mixture of non-
essential amino-acids (Gibco-BRL, Paisley, UK, f140-035) and 2 mg gentamicin base (Gibco-
BRL, Paisley, UK, ref. 15710-049). All cell cultusolutions were certified endotoxin-tested and
sterile-filtered. Cells were grown at 37°C in a hdifred incubator and under an atmosphere
containing 5% C@during a two week-period of adaptation beforeifgmtion assay. The same batch
of fetal bovine serum was systematically used fbegperiments to minimise effects due to inter-
batch variability.

Proliferation assay.Preliminary experiments were performed to deteemthe appropriate
concentration and duration of FA supplementatiasedeffect curves (from 10 to 500 uM) showed a
toxic effect of FA from 200 uM (data not shown) atiithe course analysis performed until 72 h
showed similar results between 48 and 72 h (datashown). Consequently, cells were plated at
density of 5x18 per 150 pL culture medium in 96-well microplatesufilon, Nunc, Roskild,
Denmark) and allowed to adhere for 16 h beforenmeat with FA. Then, medium was replaced by a
fresh complete culture medium supplemented witivargindividual FA (3 wells by treatment) at the
final FA concentration of 100 uM in a the final uole of 200 pL. In these conditions, the final
concentration of ethanol in culture medium was %25r all experiments. In parallel, control cells
were incubated in ethanol (0.25% vol/vol.). Thereor proliferation of control cells was assessed
daily by light microscopy observations and wasistiaally similar to that of cells grown with oleic
acid indicating the biological neutrality of ourntml (23). After 48 h of continuous FA exposutgs t
antiproliferative effect of FA was assessed by mezsment of DNA content with Hoechst dye 33342
(32). Briefly, 100 pL of SDS solution (0.01%, mAwgas distributed into each well, the plates were
incubated for 1 h at room temperature and froze®GfC for 1 h. After thawing, 100 puL of Hoechst
dye 33342 solution at 30 pg/mL in a hypersalinddsuftOmM Tris HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA, 2 M
NaCl) was added to each well. The plates were iat@abin this solution for 1 h protected from light
at room temperature on a plate shaker. Fluoresoeasemeasured at 360/460 nm on a microplate
fluorescent reader. Three independent experimeaits performed each in triplicate.
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Tablel : Effects of the configuration and of the number ofillle bonds present in non conjugated FA on hunmaott cell proliferation.

trans MUFA cisMUFA cisPUFA Effect of FA Orthogonal contrasts
t11-18:1 c9-18:1 c11-18:1 c9,c12-18:2  c9,c1218%3 SEM (p =) trans vs. cis MUFA  MUFA vs. PUFA
aumber of cells (% controt)
MCF7 71.02 78.52 83.7 69.42 47.3" 3.86 0.0040 NS 0.0017
T47D 79.5 9% 80.4° 91.3 76.8°¢ 60.3" 5.23 0.0143 NS 0.0060
A-549 94.7 105.6 119.3 08.f 49.7° 8.09 0.0003 0.014 0.0003
DLD-1 78.1 90.4 100.7 81.6 70.7 6.29 0.0240 0.072 3105
M 4beu 95.7 105.3 102.3 88.6° 72.4¢ 2.91 0.0360 NS 0.0069
PC3 101.6 111.6 90.6 82.7 77.2 1.04 NS NS 0.0951

Values are means of 3 independent experiments +. 3tk rhombus«) indicated a significant difference compared tatoal (p < 0.05) Significant differences between FA
("% p<0.01%*": p<0.05).

Tablell : Effects of CLA isomers compared to their nonjagated homologue on human tumor cell proliferation

non conjugated CLA isomers Effect of Orthogonal
FA FA contrast
c9,c12-18:2 t10,c12-18:2 ¢c9,t11-18:2  t7,c9-18:29,ct1-18:2 ¢11,t13-18:2 9,t11-18:2 SEM (p=) gonjugated vs.

conjugated FA

Aatmber of cells (% controh

MCF7 69.4 % 81.6¢ 79.5¢ 68.4 % 64.1 % 61.9% 53.2° 1.48 0.106 0.087
T47D 76.8¢ 59.6 67.7% 75.2¢ 724" 52.0°¢ 50.2°¢ 1.27 0.007 NS
A-549 98.1° 68.3° 71.3° 83.3 68.4° 95.6 45.3¢ 2.65 0.034 NS
DLD-1 81.6 78.3 69.8 74.0 66.0 84.2 62.00 5.36 NS NS

M 4beu 88.6 102.3 84.6 87.5 100.7 78.0 85.4 1.16 NS NS
PC3 82.7 107.0 95.5 95.3 103.5 80.6 73.3 0.61 NS NS

\éalfues are means of 3 independent experiments +. Stk rhombus«) indicated a significant difference compared tatoal (p < 0.05). Significant differences betweeh F
(“*': p <0.05).
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Statistical AnalysisValues are expressed as the mean = SEM for thospa@ndent experiments.
Global effects of cell type and FA nature weredddby analysis of variance (ANOVA) using the
GLM procedure in SAS (33). Effects tested in thedeidncluded the nature of FA tested, the type of
the cell line and the interaction between the typeells and the nature of FA tested. Significanes
set at p < 0.05. In addition, the means of eaclatgiaamily of FA were compared by orthogonal
contrast statements (33). In this context, the eladl the MUFA was compared with linoleic and
linolenic acids, the whole of the CLA isomers wasnpared with linoleic acid, both ¢9,t11- and
t10,c12-CLA isomers were compared with their 1818 20:3 conjugated derivatives, and the whole
of conjugated 18:3 and 20:3 FA was compared wiir thon conjugated homologues.

Results

Global growth inhibitory activity of fatty acids on human tumor cell lines.

Global statistical analysis of means of all thpariments, expressed as a percent of the control,
showed a growth-inhibitory activity of all FA (p@:0001) which varied according to the responses of
cancer cell lines (p = 0.0001) without any intei@cbetween cell lines and FA tested (p = 0.46b0). T
simplify results, FA were grouped as great familsasd comparisons of their growth inhibitory
activities were performed using orthogonal contssatements.

Intensity of response of each tumor cell lineto fatty acids.

The intensities of response of tumor cell lined# were different (Tables | to 1V). Indeed,
lung (A-549), colon (DLD-1) and breast (T47D and MG tumor cell lines were relatively sensitive
whereas prostatic (PC3) and melanoma (M4Beu) tuibtines were more resistant to FA treatment.

Effects of fatty acids on proliferation of human tumor cells.

Monoenoic and non conjugated polyenoic acii®ong the three C18 monoenoic acids tested,
the configuration of the double bond did not modHg growth inhibitory activity of these FA, exept
on A-549 and on DLD-1 cell lines (Table 1). Howeyvtre values were too close to those of control to
reveal a biological signification. Amorgs C18 polyenoic acids, the decrease of cell pratien by
linolenic acid (c9,c12,c15-18:3) was always highiean that of linoleic acid (c9,c12-18:2), this
difference being significant in MCF-7 and A-549 Icéhes (+31.8 and +49.3% of activity,
respectively, p < 0.01) and in T47D line (+21.5%aofivity, p < 0.05). Monoenoic acids were less
effective to inhibit growth of all human tumor cdhes than polyenoic acids (significant orthogonal
contrasts), mainly because of the high antipratige activity of linolenic acid. Consequently, the
growth-inhibitory activity of FA was significantlgnd positively correlated to the number of double
bonds of FA (r = 0.88, p < 0.05, data not shown).

CLA isomersAll CLA isomers tested significantly decreased turoell proliferation in MCF-7
and T47D cell lines (Table II). Orthogonal contsasidicated no significant difference of growth-
inhibitory activity between linoleic acid and CLAdmers, exept a tendancy in MCF-7 cell line (p <
0.087). However, among CLA isomers, the t9,t11-ClsAmer was significantly more active than
linoleic acid in T47D and A-549 cell lines (+34.6da+53.8% of activity, respectively, p < 0.05).
Moreover, this isomer was significantly more e#iai to inhibit cell proliferation than t10,c12- and
c9,tll-isomers in MCF-7 line (+34.8 and +33.1% dfivaty, respectively, p < 0.05), than c9,t11-,
t7,c9- and c9,c11- isomers in T47D line (+25.8, .23nd +30.6% of activity, respectively, p < 0.05)
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Tablelll : Effects of CLA conjugated derivatives comparathwheir non conjugated homologues on human turebrproliferation.
non conjugated homologues CLA conjugated derivatives Effect of FA  Orthogonal contrast
c9,c12,c15-18:3  c¢8,c11,c14-20:3 €6,110,c12-18:3 8,c1d,t13-20:3  ¢8,t12,c14-20:3 SEM (p=) non cgajed vs.
conjugated FA
Aagtmber of cells (% controt)
MCF7 47.3¢ 48.2¢ 56.4 75.8°¢ 60.0 % 2.04 0.08 0.022
T47D 60.4 60.3 61.7 69.9 69.6 0.46 NS NS
A-549 49.7 31.3 58.7 34.6 53.7 0.98 NS NS
DLD-1 70.7 57.8 61.1 60.7 64.5 1.25 NS NS
M4beu 72.4 56.1 69.3 79.5 67.9 1.21 NS NS
PC3 77.2 76.2 63.6 65.2 78.7 0.99 NS NS

\d/alues are means of 3 independent experiments +. &Adk rhombus«) indicated a significant difference compared tatoal (p < 0.05). Significant differences betweeh F
(*¢: p<0.05).

TablelV : Effects of CLA isomers compared to their CLA ayated derivatives on human tumor cell prolifemati

MCF7
T47D
A-549
DLD-1
M 4beu
PC3

CLA CLA conjugated derivatives Effects of FA Orthogonal contrast
t10,c12-18:2 c9,t11-18:2 c6,t10,c12-18:3  ¢8,d1320:3  ¢8,t12,c14-20:3 SEM (p =) CLA vs. derivat
Aaumber of cells (% controty

81.6° 79.8¢ 56.4 ¢ 75.5% 60.0° 2.45 0.074 NS
59.6 67.4 61.7 69.9 69.6 0.50 NS NS
68.3 71.3 58.7 34.6 53.7 4.74 NS NS
78.3 69.8 61.1 60.7 64.5 6.14 NS NS
101.8 84.6 69.3" 79.8° 67.9' 9.71 0.005 NS
107.¢ 95.5' 63.6° 65.2°¢ 78.7° 2.57 0.039 NS

Vglufes are means of 3 independent experiments +. $&d¢k rhombus«) indicated a significant difference compared tatool (p < 0.05). Significant differences betweeh F
(“*': p <0.05).
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and than t7,c9- and c11,t13-isomers in A-549 |iné5(6 and +52.6% of activity, respectively, p <
0.05).

Conjugated CLA derivativesProducts of desaturation and elongation of c9,tlA-C
(c8,c11,t13-20:3) and of t10,c12-CLA (c6,t10,c12318nd ¢8,t12,c14-20:3) as well as non conjugated
18:3 and 20:3 FA significantly decreased tumor psiliferation from 24.5 to 83.6 % when compared
to control (Table Ill). The orthogonal contrast yses showed that proliferation of human tumor cell
lines was similar when medium is supplemented W&t8 and 20:3 conjugated derivatives of CLA or
with non conjugated 18:3 and 20:3 FA, exept in MCkae where CLA conjugated derivatives were
less efficient than their non conjugated homologjees 0.05) mainly because of the low inhibitory
activity of the ¢8,c11,t13-20:3 isomer.

CLA isomers and derivative€9,t11- and t10,c12-CLA isomers were compared likir
derivatives, the ¢8,¢11,t13-20:3 produced by treednversion of ¢9,t11-CLA and ¢6,t10,c12-18:3
and c8,t12,c14-20:3 produced the bioconversioriofcti2-CLA isomer (Table 1V). Global analysis
by orthogonal contrast showed that CLA derivatidés$ not possess a different growth-inhibitory
activity on human tumor cell proliferation thanitherecursors. However, when analysed individually,
€6,t10,c12-18:3 and c8,t12,c14-20:3 were more iefficto inhibit cell proliferantion than CLA
isomers in MCF-7 and M4Beu lines (around +27.7 &88.4% of activity, respectively, p < 0.05),
whereas, in PC3, ¢6,t10,c12-18:3 and ¢8,c11,t13-@@re more effective than CLA isomers (+37.2
and +35.6% of activity, respectively, p < 0.05).

Discussion

The role of dietary polyunsaturated FA in the tagaon of tumor cell growth presents a
conundrum in cancer research. FA of the same dbagth can have different effects on tumor cell
growth depending on the number, position and cordiion of their double bonds (1, 4). Among
dietary PUFA, CLA is believed to have many beneficial pmigs for human including
anticarcinogenic effects (7). A majority iof vitro or in vivo studies investigating anticancer effects of
CLA have been conducted either with individual attwb0/50 mixture of the two main CLA isomers
(c9,t11- and t10,c12-18:2) produced industriallynir partially hydrogenated vegetable oils (34). In
contrast, the present study investigated, for tte fime, the antiproliferative effects of biologi
isomers of CLA found in ruminant products such asomCLA isomers withcis,cisor trans,trans
configuration, and of conjugated CLA derivativesuiting from CLA elongation and desaturation
reactions.

In our experiment, fetal calf serum (10%) was adtte the cell culture medium to mimic
physiological conditions and to take into accotwet possible competition between CLA and the other
FA present in the serum for their uptake by cetlld their subsequent intracellular metabolism, as it
occurredin vivo. However, in these experimental conditions, aotifarative effects of CLA
(approximately 70 % of control cells), were lowean those observed in the majority infvitro
experiments performed without serum (up to 100%mbibition of proliferation at the same range of
concentration) (35). These effects could be expliiby the simultaneous effects of CLA treatment
and serum deprivation. Serum deprivation in itse#fy cause the sensitivity of the cells to CLA to
increase responses to CLA. Levels of FA used inptiesent study (100 pM) were similar to those
used in different human cancer cell cultures suleaorectal (23), prostatic (36) and breast cancer
cells (37). Physiological concentrations of CLAhmman sera were in the 10-70 uM range. However,
levels up to 5 times higher than those found immadrsera have been achieved in humans following
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long-term supplementation with CLA (37). Therefof&,A concentration of 100 pM used in the
present study corresponded to physiological levels.

The intensity of response of the six human canebrioes to any tested FA differed ones from
the others as previously demonstrated in sevepmrarents (23, 38, 39). These differences of callul
sensitivity could be explained by intrinsic diffaces in cell lines such as the different histogenic
origin of tumor cells, the variable rate of celbpieration, the selective cellular uptake of FAdaheir
cellular use.

Effects of the number of double bonds - The significant positive correlation between thgree
of unsaturation of double bonds and the growthhibiy activity of FA demonstrated in the present
cell experiment was in agreement with previous ¢@at&0). In the same way, conjugated derivatives
of CLA which contain three double bonds exhibitegreater activity of inhibition of cell proliferati
than CLA isomers. Because of the high level of PURA4dolar lipids of cell membranes (41), lipid
peroxidation is thought to be one of major mechasigxplaining the inhibition of tumor cell growth
by PUFA (42). Indeed, membrane PUFA could favouregation of free radicals and lipid peroxides
(43, 44) which could damage DNA and thus, inhileil proliferation (42). Moreover, several studies
have shown that a higher level of lipoperoxidatisrpositively correlated to a lower cell growth in
several types of cancer (5, 45). Thereby, the geitgiof FA to peroxidation, which depends on the
number of double bonds (44), could explain, attle@apart, the relationships observed in the presen
study between growth-inhibitory activity of FA atitkir degree of unsaturation.

Effects of the configuration of double bonds - For the same degree of unsaturation, FA sensitivity
to peroxidation would be directly linked to the roen of allylic centers in their structure (46). Bha
18-C FA which contains two conjugated double boadd then two sites of hydrogen abstraction
could be less sensitive to peroxidation than it$ conjugated conterpart which possesses four allyli
centers. However, in our experimental conditionsA@nd their conjugated derivatives exhibited the
same antiproliferative activity against cancer selan their non-conjugated homologues. This
suggested the existence of additional mechanisnastafn of CLA and of their derivatives such as a
decrease in arachidonate derived-eicosanoid systhibss latter being implied in several health
disorders and, notably, in cancer (47). Furthedistiare thus necessary to clarify with precisiow h
these properties of CLA, and probably of their cgaited derivatives, might contribute to decrease th
proliferation of cancer cell lines.

Effects of the configuration of double bonds - In addition to the degree of unsaturation and o th
position and the conjugation of double bonds, fifeceof the double bond configuration was studied
by comparing the growth-inhibitory activities 0f19;CLA isomers which haveis,trans, cis,cis or
trans,transconfigurations. Among the six CLA isomers testibe, t9,t11- CLA isomer appeared to be
the most potent inhibitor of the growth of the aamncells. A recent study which compares the growth-
inhibitory activities of c9,t11-, t10,c12- and c®leCLA isomers on human colorectal and prostate
cancer cells suggests thas,trans conjugated bonds could have a greater inhibitdfgce against
cancer cell proliferation thatis,ciscounterparts (23). These differences between Gofners could
be explained either by differences in CLA isomeptalie by cells and/or by specific mechanisms of
action of these CLA isomers (48), since it has taewed on prostate cancer cells, that t10,c12-CLA
acts preferentially through the modulation of apsfg and of cell cycle control, whereas c9,t11-
isomer affects arachidonic acid metabolism (36)tHar studies are therefore necessary in order to
clarify the specific pathway of action of each sla$ CLA isomers.
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In conclusion, comparison of antiproliferativeesfs of unsaturated FA with one, two or three
double bonds as well as those of CLA isomers antthaif conjugated derivatives demonstrated that
growth-inhibitory activity of these FA against humaancer cell lines depended on the degree of
unsaturation, and on the position and the configameaof their double bonds. Moreover, this work
showed that one isomer of CLA (i.e. t9,t11-18:2) &b A conjugated derivatives possessed important
growth inhibitory effect against cancer cells. Ag#te compounds are present in ruminant products
(meat and milk), it is of interest to investigate tantiproliferative effects of CLA mixtures from
ruminant fats and their mechanisms of action spassible relationships between FA (synergy and/or
antagonism) might influence anticarcinogenic properof such natural mixtures.
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Résumé : Bien qu'il existe de nombreuses données conctres effets anticancéreux
d'isomeres de CLA industriels, tres peu d'étudesapporté les propriétés antitumorales de
mélanges naturels de CLA issus de produits de ramsn L'objectif de cette étude était
d'étudierin vitro les propriétés antiprolifératives de mélanges té @e viande bovine sur
des lignées cancéreuses humaines (sein, poumoor), cpkau et ovaire). Pour cela, 4
mélanges d'acides gras (AG) variant en fonctioledecomposition en CLA ont été extraits a
partir de viande, des fractions correspondantegtéas en CLA ont été purifiées et des
mélanges de CLA de synthese ont été reconstiteés, domposition mimant celle des 4
échantillons de viande sélectionnés. Les propri@@ésprolifératives de ces différents
mélanges ont été testées sur les différentes bgrecéreuses. Les cellules tumorales ont été
exposées a un milieu contenant les différents ngémn(100 uM) pendant 48 h et leur
prolifération a été déterminée en quantifiant I'ARMIlulaire par fluorescence (Hoechst
33342). Comparé aux cellules témoin incubées s&isldnombre de cellules cancéreuses a
été réduit de 25 a 67% (P < 0,0001) suivant ldetmaént. Les effets antiprolifératifs des
mélanges de CLA varient en intensité selon la sodI&G, la composition en CLA et le type
de lignée cellulaire. Les mélanges naturels de Qitdsents dans la viande inhibent la
prolifération des lignées tumorales humaines, eneur élevée en isomeras,transexercant
l'effet antiprolifératif le plus important. Les A@taux de la viande bovine sont plus
antiprolifératifs que les fractions enrichies enACtorrespondantes. Ces résultats suggérent
gue des AG de la viande, autres que les CLA, pmmntré&tre antiprolifératifs et/ou qu'il existe
des effets complémentaires entre les AG non cogpiget les CLA ce qui pourrait
potentialiser les effets antiprolifératifs des Agalix de la viande bovine.
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Beef CL A isomers even when associated to other beef fatty acids
reduce human cancer cell growth
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Barthomeut, Dominique Bauchartand Dominique Gruffat

L INRA, Unité de Recherche sur les Herbivores, EgNptriments et Métabolismes, 63122, Saint Genés-
Champanelle, FrancéLaboratoire de Pharmacognosie/Biotechnologies; UMR INSERM, 63005 Clermont-
Ferrand, Francé.INRA, Unité de Nutrition Lipidique, 21065 Dijons&nce.

Abstract : Although many data are available concerning artinagenic effects of industrial CLA, few studies
have reported the antitumor properties of CLA migtuoriginated from ruminant products. The aimoé t
study is to investigate than vitro antiproliferative effects of beef CLA mixtures doreast, lung, colon,
melanoma and ovarian human cancer cell lines. Ifsrpurpose, four fatty acid (FA) extracts prepafieain
beef lipid and varying in their CLA composition,eth corresponding purified CLA-enriched fractiores)d
mixtures of pure synthetic CLA, the compositionvdiich reproduced that of the four selected beefpdasn
were tested on cancer cell lines. Cancer cells wep®sed for 48 h to medium containing 100 uM of &l
their proliferation was determined by quantifyingllalar DNA content (Hoechst 33342 dye). Comparéth w
cells incubated without FA, the number of cancdisogas reduced from 25 to 67%8<0-0001) following FA
treatment. Antiproliferative effects of CLA mixtigevaried in magnitude according to the source of &
CLA composition and the cell lines. CLA mixturegurally present in beef inhibited the proliferatiohhuman
cancer cell lines, a high contentdis-trans isomers allowing the most important antiproliferateffect. Beef
total FA exhibited a greater growth-inhibitory affly than their corresponding CLA-enriched fracgohese
results suggested that either beef FA other thaf GeA could possess antiproliferative propertiesl/ar the
existence of complementary effects of non conjub@a and CLA, which could favour the antiprolifaxet
properties of beef total FA.

Beef: Fatty acids: Conjugated linoleic acid: Huncancer cell: Growth inhibition.

I ntroduction

Conjugated linoleic acid (CLA) is a collective narfor a group of positional and geometric
isomers of linoleic acidc(s-9,cis-12-18:2) in which the double bonds are separates $iggle carbon-
carbon bond. It is a substance naturally providethbfrom ruminant products (milk and meat) which
constitute the major source of dietary CLA for hunfRarizaet al. 2001) as at least 24 distinct CLA
isomers (Cruz-Hernandeat al. 2004); thecis-9trans-11-CLA isomer (rumenic acid) representing
more than 80% of total CLA (Griinari & Bauman, 199 addition, synthetic CLA mixtures can be
generated industrially by catalytic hydrogenatidnvegetable oils (Kritchevsky, 2000). Thes-
9trans-11- andtrans-10cis-12-CLA isomers predominate in these preparati®s90%), these two
isomers being usually represented in equal amauitiishe presence of other minor CLA isomers (10
- 15%) (Gnéadiget al. 2001).
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Over the past two decades, extensive researclatedi that CLA mixtures could possess
numerous beneficial properties for the human healthuding anticarcinogenic, antiadipogenic,
antiatherogenic and antidiabetogenic propertiesuf®e2002). Their anticarcinogenic properties have
been widely studied using synthetic CLA ioks-9trans-11- andtrans-10cis-12-CLA isomers tested
either individually or in a 50/50 mixturén vivo studies of experimental carcinogenesis using risden
as the animal model for human have shown that syiottCLA prevent tumor development in
mammary, colon, forestomach and skin tumors (Befubanden Hauvel, 1997). In the same way,
vitro studies have demonstrated that synthetic CLA iphiiba dose- and time-dependent manner, the
proliferation of several human tumor cell linesnfrdoreast, lung, prostate, skin and colon (Kelly,
2001; Belury, 2002). Although marin vivo andin vitro experiments have investigated biological
properties of synthetic CLA isomers, few have réggirantitumor effects of complex CLA mixtures
naturally present in lipids of ruminant meat andkmO'Sheaet al. (2000) have showed that CLA-
enriched milk fat is as effective as synthetic Cimixture in decreasing breast tumor cell (MCF-7)
proliferation. These antiproliferative effects amdependent of the composition of FA other than CLA
in milk fat samples, suggesting that CLA isomersldde the active compounds (O'Sieeal, 2000).
Properties of natural CLA mixtures could differ fimothose of synthetic CLA because of specific
properties of each CLA isomer. Trans-10,cis-12menq virtually absent in ruminant products, is
actually the most potent isomer to inhibit prol#gon of colon cancer cells (Kiet al. 2002; Milleret
al. 2002). Cis9trans-11-isomer exhibited greater antiproliferative effe than itscis-9,cis-11-
conterpart in both colo-rectal and prostate caced#is (Palombcet al, 2002). These different effects
of the various isomers could be explained, at leagiart, by different mechanisms and/or targets of
action of isomers (Parizt al. 2000). For exampldérans-10cis-12-isomer may act on prostate cancer
cells through the modulation of apoptosis and dif aentrol whilst cis-9 trans-11-isomer might alter
preferentially arachidonic acid metabolism (Ockbal. 2004).

In this context, the aim of the present study teasvestigate the antiproliferative properties of
CLA mixtures that occur naturally in beef. For thisrpose, four samples of beef fatty acids difigrin
by their CLA composition (different proportions @i trans-, cis,cis- andtranstrans-isomers) were
selected. Antiproliferative properties of 1) tofakty acids present in the selected beef, 2) CLA-
enriched fractions purified from the four fatty @giexamples and 3) synthetic CLA mixture composed
of 9,11-CLA isomers reproducing the compositiorChfA present in selected beef were compared in
breast, lung, melanoma, colon, and ovarian humagoeteaell lines by the measure changes in cellular
DNA content using Hoechst 33342 dye.

Materialsand Methods

Fatty acid extraction and analysis

Eight crossbred Charolais x Salers steers @133 d-old; live weight: 536t 33 kg) were
selected on the basis of live weight and daily gaimimals were assigned at random to two groups
(n=4 for each diet) for a 70-d feeding study. Angnaere given the basal diet (45% natural hay and
55% concentrate) alone or with extruded linspeayiding lipids at the level of 4% of diet dry rtet
All steers were slaughtered conventionally at thattair of the Research Center (INRA-Theix) and
the carcasses chilled at 4°C for 24 h before sagpiuscle samples were taken up for chemical
analysis fromLongissmus thoracis, Rectus abdominis, Semitendinosus and Pectoralis transversus.
Total lipids were extracted from muscle sampleO(#) according to the method of Folehal.
(1957). Extraction and transmethylation of fattidaqFA) into methyl esters (FAME) was realized by
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Table 1 : FA composition of the four beef samples (Mix A t9 Belected for their specific
composition out of isomers of CLA

Mix A Mix B Mix C Mix D
% total F£
> Saturated F 50.2° 39-8¢ 49.9¢ 39.7¢
of which 16:( 25-2( 21-3¢ 25.5¢ 21-2¢
of which 18:( 20-3¢ 14-5¢ 19-8; 14-47
> Monounsaturated F 39.3¢ 45.7¢ 35-9( 43-0¢
of whichtrans-11 18:: 2-6¢ 2-72 1.9 2-8¢
of whichcis-9 18:Z 29.3: 35-4( 28-0¢ 33-8¢
> Polyunsaturated F 4-4( 6-4¢ 6-4: 8-0¢
of which 18:2n-6 3.7¢ 4.4¢ 5.1¢ 6-6°¢
of which 18:2n-3 0-8¢ 1-0¢ 0-71 0-8(
Total CLA 0-54( 0-93: 0-47¢ 0-59:
of whick X cistrans 0-44¢ 0-52¢ 0-437 0-56°
of which_ cis,cis 0-05: 0-06¢ 0-02( 0-01¢
of which trans,trans 0-04: 0-03¢ 0-02: 0-00¢
> unknown F/ 5-4: 7-0% 7-2¢ 8.5¢
% total CLA

> cistrans 82.¢ 881 91.C 95.t

> cis,cis 9-€ 7-1 4.2 3.z

> transtrans 7-€ 4.7 4.¢ 1.2

" Mix A: FA of Longissimus thoracis muscle (LT) of Charolais x Salers steers fed bassupplemented diet,
Mix B: FA of Pectoralistransversus muscle (PT) of Charolais x Salers steers fed ddsupplemented diet, Mix
C: FA of LT muscle of Charolais x Salers steersdedtrol diet, Mix D: FA of PT muscle of CharolaisSalers
steers fed control diet
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using sodium methanolate solution (0-5 M) accordinghe method of Christie (2001). FAME
composition was determined by gas liquid chromatplgy (GLC, DI 200 chromatograph, Perichrom,
Saulx les Chartreux, France) using a glass capitlalumn (100 m length x 0-25 mm i.d.) coated with
CP-Sil 88 (oven temperature program: 70-215°C).rdgdn was used as the carrier gas (at a flow rate
of 1-1 ml/min). Chromatographic signals were aradyby Winilab 1l Chromatography Data System
software (Perichrom). The FA composition was catad using an internal standard method (C19:0).
A reference standard (Mix C4-C24 methyl esters,eBup PA) and CLA standard mix (Sigma-
Aldrich, Isle d'’Abeau Chesnes, France) were useatktermine recoveries and correction factors for
the determination of individual FA composition adj fat.

Total FA of selected beef samples

Among 32 beef samples analysed, four samples wetected for their specific CLA
composition [Longissimus thoracis and Pectoralis transversus of steers given the control and linseed
supplemented diets) and their FA composition wasegted in Table 1. Briefly, all beef samples were
dominated bycistrans CLA isomer (hamelycis-9trans-11-isomer) but additionally, sample A was
characterized by a high contentadé,cis- andtrans,trans-CLA isomers (Mix A), sample B possessed
a high content ofcisciss and a low content ofranstrans-isomers (Mix B), sample C had an
equivalent medium content afs,cis andtransitrans-CLA isomers (Mix C) and finally, sample D
showed a lowcis,cis- andtranstrans-isomer content. In order to determine the abilitythese FA
mixtures to inhibit human tumor cell proliferatioapproximatively 20 mg of total lipids of each
sample were extracted and their FA were saponified 10% KOH ethanolic solution over night at
room temperature (Bauchart & Aurousseau, 1981)e F#& were solubilized in absolute ethanol at a
concentration of 100 mM and kept at -20°C until (isghe two weeks following their preparation).

Preparation of beef CLA-enriched fatty acid fractions

Beef CLA-enriched fractions were prepared as FAM&N total FA of the four selected
samples. Beef FAME were successivdiactionated by preparative and semi-preparativgh hi
performance liquid chromatography (HPLC) followed &ilver nitrate thin-layer chromatography
(AgNOs-TLC). Briefly, the preparative HPLC (a WaterPregBbgstem 500 coupled with axial modul
preparative column) was carried out on a reversesetcolumn (20 cm lengh, 7 cm i.d.) using a
Lichroprep. RP 18 (Merck, KGat, 6427 Darmstadt, emy) as previously described by Sébédio
al. (1987). FAME (up to 6 g) were dissolved in acetamd chromatographied with pure methanol as
the solvent system (flow rate: 150 ml/min). Thecfian containing C18:2 FAME including CLA was
collected, dried under nitrogen and dissolved ixahe (up to 40 mg) to be fractionated on a reverse
phase column (Nucleosil C18, 5um, 25 cm x 10 mm by semi-preparative HPLC (Spectraphysics
SP8810 pump coupled with RID 10A detector) usingecetonitrile as solvent system (flow rate: 4
ml/min). The FAME fraction containing CLA was thafter refined by AQN@TLC (Merck KGat,
6427 Darmstadt, Germany, ref.5721, 0-25 mm thicknesing pure toluene as eluant according to the
method of Morris (1966). FAME were viewed under Eier spraying 2'7' dichlorofluorescein (0-1%
in ethanol). The band containing CLA was recoveaed FA composition was analyzed by GLC as
described earlier. FA composition of these four Cd&kmi-purified fractions from beef was given in
Table 2. Mixes E, F, G and H were the CLA-enrich&&ME fractions purified from total FA of
Mixes A, B, C and D, respectively (Table 1). FAMExes were converted into free FA counterparts,
solubilized in absolute ethanol at the concentratib175 mM and kept at -20°C until use (in the two
weeks following their preparation).
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Table 2 : FA composition of CLA-enriched mixes (mix E to Hyrepared from beef samples selected
their specific composition out of isomers of CLA

Mix E Mix F Mix G Mix H
% total F£
non conjugated F 42-€ 29-2 34-¢ 37-¢
14:( 3z 2-C 3.z 4.L
> trans 16:1 32 21-¢ 25-¢ 22
Y. cis 16:1 3k 2. 2. 4.1
17« 24 1-€ 2-1 1-€
>, 18:2 32 1-€ 1.t 4.¢
> unknown F/ 3z 21 3-C 4.z
Total CLA 54.; 68-¢ 62-¢€ 58::
of which_ cistrans 435 62-1 567 54.¢
of which_ cis,cis 5-€ 4.t 2:¢C 1.¢
of which trans,trans 4.¢ 2-C 3-C 1.t

% total CLA

> cistrans 80-¢ 90.t 90-¢ 94.;
> ciscis 10-¢ 6-€ 4.¢€ 3-Z
> trans,trans 9.C 2-€ 4.¢ 2-¢

" Mix E: FA of Longissimus thoracis muscle (LT) of Charolais x Salers steers fed kassupplemented diet,
Mix F: FA of Pectoralis transversus muscle (PT) of Charolais x Salers steers fed ddspplemented diet, Mix
G: FA of LT muscle of Charolais x Salers steersdedtrol diet, Mix H: FA of PT muscle of CharolaisSalers

steers fed control diet.

Table 3 : CLA composition of synthetic CLA mixtures reprodugithe composition of CLA present
in lipids of selected beef (Mix 1 for Mix A, Mix for Mix B and Mix 3 for Mix C).

Mix 1 Mix 2 Mix 3

% total FA
cis-9trans-11 CLA 82-( 87-( 91-(
cis-9,cis-11 CLA 10-( 8- 4.C

trans-9trans-11 CLA 8-C 5.C 5.C
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Preparation of synthetic CLA mixtures

Synthetic CLA mixtures containings-9trans-11-CLA, cis-9,cis-11-CLA andtrans-9trans-
11-CLA (Matreya Inc., USA) were prepared to mimitACcomposition of selected beef samples
(Table 3). Concentrations o€is-9trans11-, cis9,ciss11- and trans-9trans-11-CLA isomers
corresponded respectively to the concentratioradl afs,trans, cis,cis- andtrans,trans-isomers. Thus,
compositions of mixes 1, 2 and 3 correspondedeatmposition of mixes A, B and C, respectively.
A stock solution in absolute ethanol (Sigma-Aldriélmtance) was prepared for each synthetic CLA
mixture (100 mM) and kept at -20°C until use (ie ttvo weeks following their preparation).

Cdll lines and culture conditions

M4Beu, a human melanoma cell line, was establishethe laboratory of Dr. J.F. Doré
(INSERM, Unit 128, Lyon, France) from metastatiogsy specimens and has been maintained in
culture cell for almost 15 years (Jacubovethal. 1985). Breast adenocarcinoma (MCF7), colon
adenocarcinoma (DLD-1), ovary teratocarcinoma (PA&id lung non-small-cell carcinoma (A-549)
human cell lines were purchased from the Europedlecion of Cell Cultures (ECACC, Salisbury,
UK). Stock cell cultures were maintained as monetayin 75-crh culture flasks in a complete
medium. This medium contained Glutamax Eagle's ium Essential Medium (MEM) with Earle's
salts (Gibco-BRL, Paisley, UK, ref. 41090-28) sw@mpénted with 10% of fetal calf serum naturally
poor in CLA (Biochrom, batch 431 B, France), 1%vitdmin solution (Gibco-BRL, Paisley, UK, ref.
11102-037), 1% of sodium pyruvate solution (ref@d-839, Gibco-BRL, UK), 1% of a mixture of
non-essential amino-acids solution (ref. 11140-@%co-BRL, UK) and 2 mg gentamicin base (ref.
15710-049, Gibco-BRL, UK). All cell culture solutie were certified endotoxin-tested and sterile-
filtered. Cells were grown at 37°C in a humidifiedubator and under an atmosphere containing 5%
CO, during a two week-period of adaptation before haiferation assay. The same batch of fetal
bovine serum was systematically used for all expents to minimise the effects of inter-batch
variability.
Total beef FA and synthetic CLA mixtures were tdsta cell lines at a concentration of 100 uM.
CLA-enriched fractions were tested at 175 uM beeanisthe presence of additional FA in these
mixtures (Table 2), this concentration correspogdo100 pM of CLA. The non-detergent effect for
cellular viability of such concentrations of FA weexified in a primarily study (data not shown).

Proliferation assay

Cells were plated at the density of 5%p@r 150 pl culture medium in 96-well microplates
(Nunclon, Nunc, Roskild, Denmark) and allowed the for 16 h before FA treatment. Thereafter,
medium was replaced by a fresh complete cultureumedupplemented with a given FA preparation
(6 wells by treatment) at the final FA concentrataf 100 uM for synthetic CLA preparations or for
total beef FA and of 175 uM for CLA-enriched fracts (final volume: 200 ul). In these conditions,
the final concentration of ethanol in culture mediwas 0-25% for all experiments. In parallel, cointr
treatment consisted in cells incubated in ethafeat5% vol/vol) without FA. Three independent
experiments were performed, each in hexaplicatéerA48 h of continuous FA exposure, the
antiproliferative effect of FA was assessed by measent of DNA content with Hoechst dye 33342,
as previously described by Debitenal. (2003). Briefly, on the day of the assay, platesexthawed
at room temperature, 100 pL of a SDS solution @0m/v) in sterile distilled water were added into
each well, and plates were incubated for 1 h amré@mperature and then frozen at -80°C for 1 h.
After thawing, 100 pL of Hoechst dye 33342 solutadn30 pg/mL in a hypersaline buffer (10 mM
Tris HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA and 2 M NaCl) were add® each well. The plates were then
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Table 4 : Effects of CLA mixtures composed with synthetic Cligomers (Mixes 1 to 3), of beef
CLA-enriched mixture (mixes E to Hand beef total FA (mixes A to Dpn human tumor cell lines
proliferation (number of cells in percent of comiro

MCF7 M4BeL PA1 A549 DLD1
% contro
Mix 1 40 47 55 18 56
Synthetic CLA Mix 2 46 67 85 21 78
Mix 3 57 68 71 25 48
Mix E 64 78 55 93 87
CLA-enriche Mix F 59 76 57 92 86
fractior Mix G 63 70 47 84 79
Mix H 62 56 45 8C 72
Mix A 61 65 48 52 54
Total FA of Mix B 37 83 39 33 36
bovine muscl Mix C 48 59 27 41 48
Mix D 21 71 5 29 37
Statistical effectsP=)
residual SEM cell FA origin cell x origir FA x origin  cell x FA
11.3] 0-03¢ 0-006¢ 0-000: 0-000: 0-623: 0-981.

“Mix A and E: FA ofLongissimus thoracis muscle (LT) of Charolais x Salers steers fed bassupplemented
diet, Mix B and F: FA ofPectoralis transversus muscle (PT) of Charolais x Salers steers fed didse
supplemented diet Mix C and G: FA of LT muscle dfa@blais x Salers steers fed control diet, Mix @ &h
FA of PT muscle of Charolais x Salers steers fadrobdiet

Figure 1 : Growth-inhibitory activities on each human tumoH tiees to synthetic 9,11-CLA mixes
(A), to CLA-enriched mixtures from beef (B) andttwal FA from beef (C).
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Cells were cultured in complete medium supplementitd either 100 uM of synthetic CLA isomer mixtsre
175 uM of CLA-enriched mixtures or 100 uM of toteh extracted from selected beef. Control wells were
treated with an equivalent volume of ethanol coragato treated cells (0-25% vol/vol) but without FA.
Sensitivity of tumour cells against any CLA mixtsrésynthetic or natural) was determined by the nreasf
cellular DNA content by Hoechst 33342 dye. Values @xpressed as percent of control (means = SEBI of
independent experiments).

* Black rhombus indicated a significant differencenpared with controP < 0-05.

a.b.¢ q\jeans without a common letter diffét,< 0-05
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incubated under soft agitation for 1 h protectemrfrlight at room temperature. Fluorescence was
measured at 360/460 nm. Under these conditionsreicence was proportional to the amount of
cellular biomass.

Satistical Analysis

Values are expressed as the mean + SE of thrependent experiments. Global effects of cell
type and of CLA preparation were tested by analgbigariance (ANOVA) using the GLM procedure
in SAS (Statistical Analysis Systems Inc., Cary,, NESA). Effects tested in the model included the
type of cell line (presented as cell), the naturé-A mixtures tested (presented as FA), the origin
(synthetic or extracted from beef) of CLA mixtur@sesented as origin), the interaction between the
type of cells and the origin of FA mixtures (celbxgin), the interaction between the nature of FA
tested and their origin (FA x origin) and the imigtion between the type of cells and the natufelof
(cell x FA). Significance was set Bt< 0-05. From this statistical analysis, no siguaifit interaction
was observed between the nature of FA and thaiimoand between the nature of FA tested and the
type of tumor cells (Table 4). Consequently, tHea$ of FA on tumor cell growth were independent
of the type of cancer cell lines avide versa. On this basis, results for each factor will begented as
follows: i) the magnitude of response of each ceced lines to FA, all FA having the same origin
taken together, ii) the effects of each FA having $ame origin on tumor cell growth, all cell lines
taken together.

Results

Mean values for all experimental treatments wenagared with that of the control treatment
and given in Table 4. These global results showeellsagrowth inhibitory activity P = 0-0069) of all
FA sources and significant differences betweenaesgs of cancer cell line® & 0-034). The cell-
growth inhibitory activity of CLA mixtures was ddfent P = 0-0001) according to their origin, i.e.
synthetic CLA (mixes 1 - 3) compared with purifibdef CLA (mixes A - H). Since there was no
significant interaction between cell lines and Fested, and in order to clarify the presentation of
results, the magnitude of the response of eachlinellto the FA source is presented with as those
from a common origin taken together and the effeteach FA of similar origin on cell growth
presented similarly.

Each tumor cell line responds differently to fatty acids

Relative sensitivity of tumor cell lines to FA muxes of synthetic 9,11 CLA isomers (Fig. 1A),
beef CLA-enriched mixtures (Fig. 1B) and beef tdtdly acids (Fig. 1C) were significantly different
(P < 0:05). Indeed, the tumor cells treated with syrthetic CLA mixtures (Fig. 1A) achieved on 70
to 21% of the growth observed in the control. Tinagl cell line (A-549) was the most sensitive tumor
cell line (only 21% of control numbers) among thesfcell lines testedR < 0-05). As illustrated in
Fig. 1B, there is a 13 to 49% reduction in cellvgioin treated cells by any CLA-enriched fraction
purified from beef (87 to 51% of control numbeitsle most resistant tumor cell line being the lung
cell line (A-549, >87% of control numbeiB,< 0-05) whereas ovarian tumor cell line (PA-1) wras
most sensitive (51% of control numbelPsg 0-05). The sensitivity of each tumor cell lieposed to
any total fatty acids resulting from beef was rah§em 70 to 30% of control numbers (Fig. 1C). In
these conditions, melanoma cell line (M4beu) wasrtiost resistant to FA treatment whereas colon
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Figure 2 : Growth inhibitory activity of synthetic 9,11-CLA nxes (A), beef CLA-enriched mixtures
(B) and beef total FA (C) on any human tumour cells
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Cells were cultured in a complete medium suppleeemith either 100 pM of synthetic CLA isomer mirds,

or 175 pM of CLA-enriched fractions or 100 uM ofgbFA extracted from selected beef. Control welkre
treated with an equivalent volume of ethanol coragato treated cells (0-25% vol/vol) but without FA.
Sensitivity of any tumour cells against each CLAdmie (synthetic or natural) was determined byrtieasure

of cellular DNA content by Hoechst dye. Values asgressed as percent of control (means + SEM of 3
independent experiments).

* Black rhombus indicated a significant differencenpared with controlR<0-0001)

ab.c 9 jeans without a common letter différ{P < 0-05 and' “P< 0.07, respectively).
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(DLD-1), breast (MCF7), lung (A-549) and ovariarA@® cell lines were more sensitive (from 30 to
46% of control cells).

Each FA mixture reduces differently human tumor cell growth

The three synthetic CLA mixtures reduced the ghositcancer cells from 40 to 57% (60 to 43
% of control numbersP < 0-0001, Fig. 2A). However, variations in CLA qoosition of these
mixtures did not significantly modify their antipiferative effect.

The four CLA-enriched mixtures (mixes E, F, G afjdpurified from beef contained some non
conjugated FA but their composition was similamiesn fractions (Table 2). The tumor cells treated
with these CLA-enriched mixtures (Fig. 2B) achievad 75 to 63% of the growth observed in the
control cells P < 0-0001). Among these CLA-enriched mixtures, Mix characterized by a high
content incistrans-isomers and a low content kisciss and transtrans-isomers, possessed the
greatest cell-growth inhibitory activity (63% ofrool cells).

Compared with control, the four total fatty acitktures selected from beef (Table 1) decreased
significantly human cancer cell growth (from 563@%o of control number$} < 0-0001) (Fig. 2C). As
with CLA-enriched mixtures, the beef FA mixture taining a high proportion ofistrans-CLA
isomers and a low content @s,cis- andtranstrans-isomers(Mix D) exerted the greatest cell-growth
inhibitory activity (33% of control cells) and regely, beef FA characterized by a low content in
cistrans-isomers with a high content gis,cis- andtranstrans-CLA isomers (Mix A) possessed the
lowest cell-growth inhibitory activity (56 % of ctol numbers).

Discussion

Although many data are available concerning articagenic effects of synthetic CLA
(Kritchevsky, 2000; Kelly, 2001; Belury, 2002), gnfew studies have reported the antitumor
properties of CLA mixtures originated from rumingmtoducts (Ip, 1999; O'Shea, 2000). In this
context, the aim of this study was to determineseweral types of human tumor cells the specific
antiproliferative effects of CLA-enriched FA framitis and of total FA extracted from beef differing b
their CLA isomers composition.

In these experimental conditions, sensitivity loé ffive tumor cell lines to FA added to the
medium differed as reported earlier (Shdtal. 1992; Mcmillanet al. 1995; Palombat al. 2002).
Such differences in cell sensitivity could be rethto the nature or to the origin of FA supplements
(synthetic CLA isomers / beef CLA). Differencescell sensitivity to each FA could be explained by
intrinsic differences in cellular model such as thstogenic cell origin, the variable rates of cell
proliferation and the specific uptake of FA by selhd their metabolic utilization.

CLA purification from beef needed a successiomtobmatographic procedures which did not
allow to obtain pure CLA mixtures. Consequently, first investigated antiproliferative effects of
synthetic CLA mixtures using common 9,11-CLA isomarith cistrans, cis,cis and transtrans
configurations to mimic beef CLA composition. Susprgly, no significant differences in
antiproliferative properties were noted between ttivee synthetic CLA mixtures whereas several
studies have shown that the effectiveness of iddali CLA isomer to inhibit cell proliferation could
be different (Parizat al. 2001; Belury, 2002). A recent study has reported the inhibitory activity
of CLA isomers on cancer cell-growth is linked e igeometrical configuration of their double bonds
(Palomboet al. 2002). Indeedgis-9,trans-11-CLA isomer exhibits a greater antiproliferateffect on
both colo-rectal and prostate cells than dos®,cis-11-isomer (Palombet al. 2002). Discrepancies



Beef CLA isomers and cancer

between experiments (using individual isomers) amdstudy (using synthetic CLA mixtures) could
be explained either by differences in antiprolifes@ properties between CLA mixtures and their
individual constituent isomers, or by a too low centration of specific isomers such teans,trans
isomers in CLA mixtures to exhibit their antiprelifitive properties. Consequently, the
antiproliferative effect of these CLA mixtures cdube likely linked to the ability of the most
abundant CLA isomerc(s9,transl1-isomer) to inhibit growth of cancer cell, diféerces in this isomer
concentrations (from 82 to 91 % of total CLA) beimgbably not sufficiently contrasted to involve
differences between CLA mixtures.

This paper reported for the first timbe antiproliferativeproperties of four CLA-enriched
fractions extracted from beef, mainly differing bye proportion of CLA isomers and not by the
composition of the other FA which was relativelynstant. The mixture that possessed the greater
amount of non conjugated FA was the less poteribitain of cancer cell-growth indicating that these
FA were not implicated in the antiproliferative exfs of this mixture. These results suggested, as
proposed by O'Shea (2000) who have studied angcgmoperties of milk fat, that CLA could be the
active ingredient responsible for the antiprolifera effect of mixtures on human cancer cells. im o
experimental conditions, the most active CLA-enedthmixture was characterized by the highest
proportion incistrans-isomers and the lowest proportionds,cis- andtrans,trans-isomers. Although
cistrans-isomers present in ruminant products are dominbtedis-9trans-11-isomer (Griinari &
Bauman, 1999), other minor isomers could also @sss@nificant antitumor properties as recently
reported forcis-11 trans-13-CLA isomer which inhibits of cancer-cell growfhalomboet al. 2002).
Interestingly, total FA mixtures extracted from theef selected strongly altered the proliferatibn o
human cancer cells in spite of their low contenCipA (< 1% of total FA). These antiproliferative
effects of total FA were higher than their correggiog CLA-enriched mixtures (55 vs 30 % of
inhibition of cell growth). This suggests the alilof total FA mixtures to inhibit cancer cell-graw
could be due to the presence of FA other than Gllich could potentialize the action of CLA-
enriched fractions. Among these FA, stearic, patnaibd oleic acids have no specific antiproliferati
properties towards colon (Caco-2) and pancreaticaracells (MIA PaCa-2, PANC-1 and CFPAC)
(Nanoet al. 2003) and may even enhance cell growth at low eatnation (5 uM) (Falconesat al.
1994; Awadet al. 2000). Conversely, much evidence has indicatevidmacenic andi-linolenic acids
inhibit the growth of cancer cells (Begthal. 1988; Awadet al. 1995). Among hypothesis to explain
these antitumor properties, Awatlal. (1995) have demonstrated that vaccenic acid caakss up
by cancer cells where it could be converted ic®9 trans-11-CLA-isomer, a potent inhibitor of
tumor growth (Corkt al. 2003; Milleret al. 2003). In addition, several studies have demotesirdnat
polyunsaturated FA (PUFA), especially omega 3 F&ildt a great potency to inhibit growth of
tumor cells (Booyenst al. 1984; Begiret al. 1988). Indeed, PUFA can undergo peroxidation, fwhic
generates free radicals and lipid peroxides leatin@NA damage and thus to inhibition of cell
proliferation (Kumar & Das, 1995; Das, 1999). Howevinteraction between FA, and in particular
synergic effects, cannot be excluded.

This study is the first to demonstrate that CLAxtmies naturally present in beef inhibit
proliferation of human cancer cell lines. Moreowarsimilar concentrations, inhibition was depenidan
upon the specific composition in CLA isomers présarhigh content imis,trans-isomers associated
with a low content incis,cis- and transtrans-isomers being the most potent. In addition, téiAl
mixtures from beef exhibited a greater inhibitotivity on cell growth than their corresponding
CLA-enriched mixtures suggesting that FA othersntf@LA present in bovine tissues possess
antiproliferative properties against cancer cetfid,an the other hand, that relationships betwe®n F
and CLA could influence properties of such natonadtures.
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Discussion

Mon travail de thése, réalisé dans le cadre dgrparome transversal INRA intitulé
"Micronutriments des produits animaux et valeurt&goour I'Homme", avait pour objectif$
de déterminer avec précision les facteurs impliciess la variatiordes teneurs et de la
composition en isoméres de CLA dans les muscleslo@vin en croissance ou en finition en
fonction de l'alimentation des animaux, du typaid'e®ux et du type de muscl®), d'identifier
les voies métaboliques impliquées dans les vanatie teneurs en CLA dans les muscles de
bovin en étudiant, d'une pafa synthese de CLAa partir de l'acide vaccénique et, d'autre
part,le métabolisme des CLA dans le foie de bovi@nimal producteur de CLA) et de rat
(animal modele monogastrique)3td'évalueres propriétés anticancéreuses de différents
isomeres de CLAprésents dans la viande de bovimetmélanges de CLA purifiésa partir
de viande de bovin sur des lignées de cellules tale®humaines.

| - Les facteurs de variation de la teneur et dedanposition en CLA dans la viande bovine

La présence de CLA dans les produits de rumiréstite, d'une part, des processus de
trans-isomeérisation et d'hydrogénation des AGRhatitaires dans le rumen et, d'autre part,
de la synthése endogéne, pe désaturation, de l'acide vaccénique [Griinari &uBan,
1999]. Ainsi, 'augmentation de la concentrationrA dans la viande est rendue possible
soit en augmentant le niveau d'apport des préaggAGPI) au niveau du rumen, soit en
augmentant la biodisponibilité de l'acide vaccéaiguour sa conversion en CLA dans les
tissus périphériques. Dans ce contexte, une deegiees nutritionnelles couramment utilisée
consiste a augmenter la proportion d'AGPI danstianm des animaux par lI'apport de sources
lipidiques d'origine végétale (graines ou huileSagineuses) riches en AGPI (en particulier
en acides linoléique et linolénique, précurseuss@ieA et/ou de l'acide vaccénique au niveau
ruminal) [Griinari & Bauman, 1999].

Dans le cadre de mon travail de thése, nous awatsd'abord montré, qu&apport
de graines de lin(4% de lipides, riche en acide linoléniqudgns la ration induit une
augmentation des teneurs en CLAdans les muscles de bovin conformément a la
bibliographie [Moloneyet al., 2001 ; Miret al.,2003a, 2004, Rae=t al., 2004]. Toutefois,
nous avons également mis en évidence l'existeno@rel facteurs expérimentaux intervenant
dans la modulation de la teneur et de la composiBa CLA intramusculaire. Ainsi,
l'augmentation de la proportion d'aliment concentré dans la ration des animaux
augmente la teneur en CLAdéposés dans les muscles, probablemi@ntine réduction du

pH ruminal [Doreau & Ferlay, 1994] et donc de émité des hydrogénations ruminales
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favorisant la formation et la disponibilit¢ de camsps intermédiaires (CLA et acide
vacceénique) pour leur incorporation et leur coneerséventuelle dans les tissus
périphériques. Par ailleurs, un tel régime riche aiment concentré favorise le dépot
d'isomeres de CLA de conformatitrans,transau dépend des isomeéreis,transdans les
lipides musculaires comme précédemment décrit Walast [Teteret al., 1999 ; Piperovat

al., 2000, Looret al., 2005] et dans la viande [Nurnbeggal., 2002 ; Dannenberget al.,
2004]. Ceci pourrait s'expliquer par des modifizmasi de la distribution des especes
bactériennes altérant le taux de production de @iafs aussi d'acides gras monoinsatares

et trans, et donc leur disponibilité et leur utilisation dales tissus périphériques pour la
formation de CLA [Griinari & Bauman, 1999]. La ferproportion d'aliment concentré dans
la ration des animaux a aussi pour effet de miremigfficacité de la supplémentation en
graine de lin & augmenter la teneur en CLA dansigscles (teneurs en CLA identiques avec
ou sans supplémentation lipidique). Ceci s'expligusbablement par la présence de fortes
teneurs en AGPI et en CLA dans les tissus des amiriées au régime riche en aliment
concentré, ces AG jouant un possible effet de 4iénibition sur l'activité de la stéaroyl-CoA
désaturase dans les tissus notamment les tisqusuadiprobables sites de synthese du CLA
[Ntambi, 1999 ; Parkt al.,2000].

D'autre part, la diversité des conditions d'élevat) du type d'animaux inclus dans
cette étude et le traitement statistique origired données ont permis de montrer clairement
que les conditions d'alimentation des animaux me gas les seuls facteurs impliqués dans la
modulation de la teneur et de la composition en @iAs les tissus musculaires, puisdas
facteurs intrinséques liés a I'animal tels que laace, I'age et le sexe des animaux sont
également fortement impliqués.Ces trois facteurs sont d'importants détermindet$état
d'engraissement des animaux [NUrnbetrgl., 1998], puisque pour un méme age a l'abattage
les méales entiers sont plus maigres que les malasés, eux-mémes plus maigres que les
animaux femelles [Enser, 1991 ; Nurnbetgal., 1998]. Les CLA étant préférentiellement
incorporés dans les triglycérides [Fritsatteal., 2001 ; Baucharét al., 2002 ; Lorenzt al.,
2002 ; Scollaret al.,2002 ; Rae®t al.,2003], nous pouvions supposer que les muscles des
animaux les plus gras étaient ceux présentanplaoption en CLA la plus importante. Or, de
facon surprenantd'enrichissement des muscles en CLA est favorisé pdes conditions
permettant un faible dépoét de lipides intramusculaies. Ceci pourrait s'expliquer par le fait
que les triglycérides musculaires sont majoritagetrconstitués d'’AGS et d'AGMI [Raes
al., 2004] conduisant ainsi a une diminution de la propo des CLA par rapport aux autres

AG. Par contre, la vitesse d'engraissement desaanxime semble influencer que faiblement
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la composition en isomeres de CLA dans les tisguBayin, contrairement a I'effet conjoint
du sexe et de I'dge des animaux, les jeunes tagilprésentant des proportions plus
importantes d'isomeéreds,cis et trans,transpar comparaison a des vaches Charolaises de
réforme recevant le méme régime.

Les recommandations nutritionnelles actuelles nijse'une part, a diminuer les
guantités de matieéres grasses présentent damsebddéition de 'homme et, d'autre part, a
augmenter les proportions d'AGPI, et plus partezelinent des AGPI de type n-3 au
détriment des AGPI de type n-6. Dans ce contegserdpports AGPI/AGS et n-6/n-3 sont des
indicateurs pertinents de la qualité nutritionneliés produits, les valeurs recommandées étant
de l'ordre de 5 pour le rapport n-6/n-3 et entdd @t 0,64 pour le rapport AGPI/AGS [ANC,
2001]. Les résultats obtenus dans le cadre de adttde sont en accord avec ces
recommandations, puisque les facteurs favorisantddpét de CLA dans les muscles,

ameéliorent en paralléle les rapports AGPI/AGS éfms3.

En conclusion, si la supplémentation des rationgsdanimaux avec des graines
oléagineuses est une stratégie efficace pour augteema teneur en CLA et la qualité
nutritionnelle de la viande bovine, son efficacigst fortement modulable par la nature de
la ration de base (notamment la proportion d'alimeoconcentré) et le type d'animal (race,
sexe et age) qui intervient dans le controle derleitesse d'engraissement. D'autre part, de
telles stratégies d'élevage modifient aussi la casipon en isomeres de CLA de la viande
bovine. Ainsi, ces nouvelles études ont rendu néa@se la détermination des propriétés
biologiques spécifiques des CLA en tenant compte ldeprésence de ces isomeres

minoritaires.

Il - Synthése et métabolisme hépatique du CLA

Afin de déterminer les voies métaboliques implegiélans les variations de teneur et
de composition des différents isomeres de CLA olé®s dans les muscles, nous avons
étudié la synthese de CLA a patrtir de l'acide vaicge et son métabolisme dans le foie de
bovin (animal producteur de CLA) et nous avons car@ges résultats a ceux obtenus chez le
rat (animal modéle monogastrique). Pour cela, yppecghe originale a été utilisée consistant
en la mise en survie d'explants de foie permeteantaintien de l'ultrastructure tissulaire et

évitant la deé-difféerenciation des hépatocytes [@diret al., 1997] et l'utilisation de la
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technique de marquage métaboliqtf€{AG) permettant de suivre le devenir des AG dans
les hépatocytes.

L'acide vaccénique, aprés incorporation par lgmtoeytes, et quelle que soit I'espece
considérée, est oxydé avec une intensité proch@@esonventionnels tel que I'acide oléique
[Graulet et al., 1998]. Cette oxydation conduit majoritairementaafbrmation de corps
cétoniques en accord avec le role du foie dansddystion de composés énergétiques pour
les tissus périphériques [Eat@nBartlett, 1999]. L'acide vaccénique, échappant ola de
la B-oxydation, est converti en acide palmitique (C)@t@ns le foie de rat. Ceci pourrait étre
la conséquence d'une oxydation peroxysomale ddd'&accénique conduisant a la formation
d'acétyl CoA suivie d'une ré-élongation jusqu'afdame C16:0, comme précédemment
montré dans le foie de rat [Christenstral.,1991] et de veau préruminant [Pattal., 1999].

Par contre, contrairement aux résultats attenasde vaccénique n'est pas converti en
acide ruménique dans le foie de bovin et de raCette absence de conversion est d'autant
plus surprenante que de nombreuses études ontr@ppoproduction endogene d'acide
ruménigue a partir d'acide vaccénique é¢lpal., 1999 ; Griinariet al., 2000 ; Banniet al.,
2001 ; Corlet al., 2001]. De plus, il a été clairement démontré, esiit I'utilisation de
stimulateurs ou d'inhibiteurs spécifiques de laarst@-CoA désaturase, que la synthese
endogéne de CLA a partir de I'acide vaccénique étaalysée par cette enzyme [Griinari
al., 2000 ; Corlet al.,2001]. Chez le rat, cette enzyme est présenteipalement dans le foie
[Ntambi, 1995], Pollarcet al., (1980) ayant d'ailleurs montré que des microsoteetie de

rat incubés en présence d'acide vaccénique étampdbles de le convertir en CLA
(9cis,11trans). Chez les bovins en croissance ou en lactateostdaroyl-CoA désaturase est
présente principalement dans le tissu adipeux glatede mammaire, respectivement [St John
et al.,, 1991 ; Wardet al., 1998]. Toutefois, Warekt al., (1998) ont montré la présence de
transcrits de cette enzyme dans le foie de mout@hanget al., (1992) ont montré qu'une
alimentation riche en lipides stimulait l'actividé la stéaroyl-CoA désaturase dans le foie de
ruminant. L'absence de bioconversion de l'acideé&gque en acide ruménique dans les
explants de foie s'oppose aux résultats de Pokdardl., (1980). Cette différence peut
s'expliquer par des difféerences de conditions expntales. En effet, les explants de foie
sont incubés en présence d'acide vaccénique etnadlemge physiologique d’AG disponible
pour les hépatocytes contenant notamment de |'até&brique, substrat préférentiel de la
stéaroyl-CoA désaturase [Chet al., 2001]. Il est donc probable, gu’vivo, le foie ne
convertisse que tres faiblement l'acide vaccéngUELA suite a une compétition entre acide

vaccénique et acide stéarique comme substrat dstéaroyl-CoA désaturase. L'acide
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vaccénique est estérifie de facon équivalente smusie de lipides neutres et de
phospholipides, qui seront par la suite sécrétégamde partie sous la forme de lipoprotéines
de trés faible densité (VLDL). Dans nos conditiexpérimentales, cette sécrétion est faible,
probablement car le temps nécessaire a la synétéséa sécrétion d'une particule de VLDL
est supérieur au temps d'incubation des explantsideEn effet, la synthese hépatique des
VLDL est un processus complexe nécessitant la égettcoordonnée des lipides et des
protéines (apoB) constitutives des particules fauis assemblage sous forme de lipoprotéines
[Gruffat et al., 1996]. Toutefois, il semblerait que le foie de lmopbssede une capacité deux
fois plus importante a sécréter l'acide vaccénispugs forme de VLDL que le foie de rat,
suggérant un captage plus important de l'acide éraguae par les tissus périphériques
(notamment les tissu adipeux) qui pourraient amsirvenir dans sa bioconversion en CLA,
comme cela a été précédemment suggéré par Santrg2000) chez la souris.

En ce qui concerne le devenir métabolique hépatdgi I'acide ruménique chez le
bovin, celui-ci est trés fortement catabolisé puéesplus de 50% de l'isomeére 8is,11trans
de CLA incorporé dans les hépatocytes est oxydé pdipalement en corps cétoniques.
De plus, nous avons montré pour la premiere fpidine part non négligeable du CLA
ayant échappé a lap-oxydation était converti (>13%) en dérivé C18:3 @njugué.
L'identification de ce dérivé a été effectuée aubdse des connaissances actuelles concernant
I'action des désaturases hépatiques chez les maremit par comparaison de son temps de
rétention avec celui du C18:3 conjugué standanthnee étant du @s,9cis,11trans C18:3. La
présence de ce dérivé a déja été observée dao ldef différentes especes telles que le rat
[Banni et al., 1995 ; Sébédi@t al., 1997 ; Sébédi@t al., 2001], le mouton [Bannrét al.,
1996] et la souris [Belury & Kempa-Steczko, 199Tputefois, aucune de ces études n'a
démontré clairement que le foie était le lieu dewvewsion des CLA. L'estérification
préférentielle de I'acide ruménique et de son éé&nnjugué en lipides polaires confirme les
résultats précédents obtenus par Batnal., (1995) dans le foie de mouton, mais sont a
opposer aux résultats obtenus chez les rongeutacide ruménique est préférentiellement
incorporé dans les lipides neutres [Gru#atal., 2003]. Les produits d'estérification sont par
la suite tres faiblement sécrétés sous forme de LVip@Ar le foie, cette faible sécrétion
hépatique s'expliquant (comme précédemment) paemps nécessaire a la synthése et a la
sécrétion d'une particule de VLDL probablement sepé a la durée maximale d'incubation
possible des explants de foie.
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Enfin, limpact de l'alimentation des animaux kursynthése et le métabolisme des
CLA a été étudié en utilisant la méme approche e @n survie d'explants de foie de bovin
ayant recu soit, un régime témoin (45% foin et 5B6&ticentré), soit le méme régime
supplémenté avec 4% de lipides apportés sous foalengraines de lin ou d'huile de lin
directement infusée dans le duodénum afin d'étotgrremaniement ruminal des acides gras.
De facon générale, la supplémentation des ratives des sources lipidiques n'influence pas
la synthése et le métabolisme des CLA dans ledeileovin par rapport a une ration témoin.

En conclusion, ce travail original nous a permisedmontrer que le foie n'est pas
I'organe clé impliqué dans la synthése endogéne @UA chez le ruminant en croissance
puisque aucun produit de désaturation de l'acideceénique n'a été détecté suggérant
I'intervention des tissus extra-hépatiques tel glestissu adipeux dans ces mécanismes.
Toutefois, cet organe est tres fortement impliquénd le catabolisme du CLA (>50%) et
dans sa bioconversion pad6 désaturation (>13%) en d'autres composés conjugjué
supérieurs (C18:3) dont les propriétés biologiguestent a déterminer.

Il - Evaluation du pouvoir antiprolifératif de neEhges de CLA issus de muscles de bovin

L'objectif de cette partie du travail était d'@welin vitro, sur culture de cellules
tumorales humaines, les propriétés antiproliféestite mélanges de CLA extraits de muscles
de bovin. Toutefois, étant donné la complexité e mélanges, nous avons dans un premier
temps, étudiéles propriétés antitumorales de molécules pures dsynthese.Une des
originalités de ce travalil, était d'utiliser un ran@ important de lignées cancéreuses humaines
(poumon, sein, colon, ovaire, prostate et peau)is@® pour leur importance dans la
prévalence des cancers humains. D'autre part, anouss comparé pour la premiére fois les
propriétés antiprolifératives de l'acide vaccénjoomecurseur de CLA, de six isoméres de
CLA présents naturellement dans les produits danamb et de trois dérivés conjugués de
CLA (C18:3 et C20:3) avec celles de leurs homolsguan conjugués.

Bien que le modele d'étude utilisé soit un modleitro, nous nous sommes placés
dans des conditions les plus proches possiblegltis cetrouvéem vivo. En effet, 10% de
sérum de veau foetal ont été ajoutés au milieu ttareudes cellules afin de pouvoir tenir
compte des possibles compétitions entre les A@deasttles AG présents naturellement dans
le sérum pour leur incorporation et leur métabodisgans les cellules. Par ailleurs, la

concentration de chaque isomére de CLA utilisé dette étude (100 uM) est proche de celle
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présente dans le sérum humain (10-70 uM), sachentigs teneurs cinqg fois plus élevées ont
été rapportées dans le sérum d'’homme ayant re¢csuppéeémentation en CLA [Petridat
al., 2003].

L'analyse statistique originale des données réimseau cours de cette étude nous a
permis de montrer clairement une relation struct@eivité des differentes molécules testées
sur l'ensemble des lignées cancéreuses humaineff@n nous avons montré ques
propriétés antiprolifératives des AG testés étaientaccrues avec l'augmentation du
nombre de double liaisonsen accord avec des travaux antérieurs [Falcehe., 1994 ;
Hawkinset al.,1998]. Ceci pourrait s'expliquer par le fait quespun AG est insature, plus il
est sensible a la peroxydation lipidique ce qubargonséquence la production de radicaux
libres et de peroxydes pouvant endommager I'ADN aidisiles et leur prolifération [Das,
1991].

Par ailleurs, une des originalités de ce trawaihtrairement a la majorité des études
antérieures utilisant les isomeresisdlltrans et 1Qransl2cis soit en individuel soit en
mélange, est d'avoir évalué les propriétés anitfpratives de quatre autres types d'isomeres
de CLA (Zis,1icis, 9rans1ltrans 7trans9cis et 1kis, 13rans et surtout de trois dérives
conjugués issus du meétabolisme des isomeres,1%rans et 1GranslZzcis (6cCis,
10trans12cis 18:3, &is,11cis,13rans 20:3 et 8is, 12&ransl4cis 20:3) dont les propriétés
biologiques n'avaient jamais été étudiées jusqésept. De fagcon générale, les six isomeres
et les trois dérivés conjugués de CLA inhibent iicativement la prolifération des cellules
tumorales humaines. De plus, la comparaison déc#eité des isomeresci, 1ltrans
9cis,11cis et Qrans 11transnous a permis de mettre en évidenneeffet de la configuration
des doubles liaisons, lisomeretans,11trans étant le plus actif. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Palomled al., (2002) montrant que les isomeresisd lirans et
10trans 12cis de CLA inhibent de fagon plus importante la crais= des cellules tumorales
humaines issues de la prostate et du colon gquemBre @is,11cis. Ces différences entre
isoméres de CLA pourraient s'expliquer par dedifices de captage des isoméres par les
cellules et/ou par des mécanismes d'action speesigle ces isomeéres [Pariaal., 2000]
puisqu'il a été montré sur des cellules cancérdusesines de prostate que l'isomergdits
12cis agit préférentiellement en modulant I'apoptosée aetontrdle du cycle cellulaire alors
que l'isomere @s,1ltrans affecte le cycle de l'acide arachidonique [Oclebaal., 2004].
D'autre part, le fait que l'isomergr&@ns11ltrans isomeére minoritaire mais spécifique de la

viande bovine, soit l'isomére le plus efficace panhiber la prolifération des cellules
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cancéreuses renforce l'intérét de notre problénnatitp travail qui est d'étudier les propriétés

antiprolifératives des mélanges naturels de CLAagtstde la viande bovine.

Dans un deuxieme temps, nous avons donc étudres & mémes conditions
expérimentales que précédemment, les propriétésrantales de mélanges enrichis en CLA
issus de muscles de bovin sélectionnés selon tenpasition spécifique en isomeres de CLA
(caractérisée dans la premiére partie du travaihdse). Ainsi, quatre échantillons de viande
provenant des musclé®ngissimus thoracist Pectoralis transversude bouvillons recevant
ou non une supplémentation en graines de lin eg&sidnt été sélectionnés, la composition
en CLA de ces quatre échantillons de viande, biendpminée par la famille des isomeéres
cis,trans,différe par les proportions des isomerescisettrans,trans

La premiere étape de ce travail a consisté aneletgurifier les CLA présents dans
ces échantillons. Toutefois, étant donné la fadplentité de CLA, cette purification a
nécessité une importante mise au point méthodalegieffectuée a I'Unité de Nutrition
Lipidique (INRA- Dijon, Figure 22). Brievement, @ tout d'abord été nécessaire d'adapter la
méthode d'extraction des lipides [Fokthal., 1957] et de méthylation des AG [Sébéedial.,
1999] a une grande quantité d'échantillon utilisél@part (150 a 200 g de viande). Les esters

méthyliques d'AG ont ensuite été séparés successitesur HPLC préparatii@ermettant

I'élimination des AGS courts, des AGMI et des AG®gs a partir de grandes quantités
d'échantillon) puis sur HPLC semi-préparat{peur éliminer le 15:0 et 22:0, les AGMI a 18

et 20 atomes de carbone et de I'acide linolénidueejraction collectée a ensuite été déposée

sur plaque de silice imprégnée de nitrate d'ar@@aM nitrate d'argeftpermettant, aprés

migration des esters méthyligues d’AG dans du maluéa récupération des CLA dont la
composition a été vérifiée par chromatographie kbasp gazeuse. La purification de ces
fractions n'a pas pu étre complete puisqu'une oantgdion par d'autres AG (40%) n'a pas pu
étre évitée. Une fois ce travail d'enrichissemearg thélanges de CLA réalisé, la deuxieme
étape du travail a consisté a études propriétés anticancéreuses des acides gras ima
de la viande et des fractions enrichies en CLAdes quatre échantillons de viande
sélectionnés sur différentes lignées cancéreuseaihas.

Les fractions enrichies en CLA different par lepreportions en isomeres de CLA et
non par la composition en AG contaminants qui elsttivement constante. Il est intéressant
de noter que le mélange possédant la proportiptuimportante d'AG contaminants est la
moins active, confirmant les résultats de O'Shataal., (2000) sur les propriétés

anticancéreuses des AG du lait et suggérant quellAssont les composés actifs du mélange.
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Contrairement aux résultats obtenus lors de I'étledepropriétés antitumorales des isomeres
de CLA de synthese montrant que l'isoménerts1ltrans était le plus actif, lorsque les
isoméres sont en mélanda, fraction caractérisée par une forte proportion disoméres
cis,transet une faible proportion d'isomerescis,ciset trans,transest la plus active pour
inhiber la prolifération des cellules cancéreuse<Ces différences peuvent s'expliquer soit
par une action synergique des isoméres de CLAUbISgoNnt présents en mélange, soit par
une concentration insuffisante disomenesis,transdans les mélanges pour qu'ils puissent
exercer leurs effets antiprolifératifs. Toutefoles résultats obtenus avec les meélanges
reconstitués avec des isomeres de CLA de synttmsees accord avec les travaux de
Palomboet al., (2002) montrant que l'isomerei§11ltrans a une activité antiproliférativiea
vitro sur les cancers humains du colon et de la progtat® importante que l'isomére
9cis,11cis. Les mélanges d'AG totaux issus des échantillons g@&ande sont plus aptes a
réduire la prolifération des cellules cancéreusesug les fractions enrichies en CLA
correspondantes, suggérant que la présence d'AG autres que leseissmde CLA
potentialiserait I'action des mélanges enrichisGiA. Ainsi, parmi les AG susceptibles
d'exercer une telle action, les AGPI, notammenttyge® n-3, sont connus pour étre des
inhibiteurs de la prolifération cellulaire [Booyeetal., 1984 ; Begiret al., 1988] du fait de
leur sensibilité a la lipoperoxydation [Kumar & DA995 ; Das, 1999]. De plus, des travaux
récents ont également montré que l'acide vaccénaprés son incorporation par la cellule
cancéreuse pouvait étre converti en acide rumeérjigwad 1995, Milleret al., 2003] et par
conséquence exercer une activité antiproliferafividler et al., 2003]. Toutefois, une

interaction entre les AG, et en particulier un effgergique, n'est pas a exclure.

En conclusion, ces résultats impliquent que, norutement la quantité de CLA
présents dans la viande est importante a prendrecempte, mais aussi les interactions
possibles entre les différents isomeres de CLA et lautres AG de la viande
(complémentarités / synergies / antagonismes) afile potentialiser leurs possibles
propriétés biologiques.

Les effets antiproliferatifs des CLA issus de vd bovine peuvent paraitre
utopiques étant donné leur faible représentationndale muscle. D'aprés les études menées
chez l'animal, une consommation de CLA inférieure 26 de la ration peut exercer des
propriétés bénéfiques vis-a-vis de pathologies sgs/éelles que le cancer [Ip et al., 1997] et
I'athérosclérose [Kritchevsky et al., 2000]. De lésl concentrations correspondent par

extrapolation chez 'Homme a une consommation mogende 3g/j de CLA. Toutefois,
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Knekt et al., (1996) ont observé une diminution amitié du risque de cancer du sein chez
des femmes consommant 23 mg CLA /j par rapport & wonsommation de 14 mg/j. Dans
la viande, les teneurs en CLA sont comprises erira 62,5 mg CLA / 100 g de viande
[Raes et al., 2004]. En se basant sur I'estimatibala consommation de viande de boeuf par
habitant, soit 85 g / j [Mir et al., 2004], I'appbde CLA par ce biais serait compris entre 5
et 53 mg de CLA par jour. Bien que ces quantitésiraées soient inférieures aux valeurs
extrapolées, il est important de prendre en compigune consommation de CLA, en
guantité modeste, mais de longue durée (a opposéa aupplémentation des rations des
animaux modéle durant une courte période), pourratbntribuer a l'efficacité de ces
composés. Dans ce contexte, la possibilité de merdiagls teneurs et la composition en CLA
dans les produits de ruminants (lait et viande) apgit essentielle pour améliorer la valeur

santé de ces produits pour 'homme.
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La diminution réguliere de la consommation deitmgie bovine observée depuis plus
de vingt ans s'explique, d'une part, par son cagg jtrop élevé et, d'autre part, par
l'importante hétérogénéité de ses qualités orgptiqlees et nutritionnelles. En effet, la
viande bovine est considérée par les consommateanse un aliment présentant une trop
grande quantité de lipides, une proportion excessixGS et AGMltrans considérés comme
pro-athérogenes pour I'Homme et une trop faibl@gtion d’AGPI notamment de la famille
n-3, connus pour leur réle préventif dans certaipathologies humaines telles que les
maladies cardiovasculaires et les cancers. Cepenldamiande bovine est également une
source importante de protéines, de fer héminigeeyithmine B12 et de CLA, ce dernier
constituant, par ses propriétés biologiques pahkesi vis-a-vis de pathologies séveres pour

I'homme, un atout en terme de valeur santé dealade bovine.

Dans ce contexte, le premier objectif de mon ital@ thése était de déterminer les
facteurs impliqués dans la variation des teneuds é& composition en isomeres de CLA dans
les muscles de bovin en fonction de I'alimentatiea animaux, du type d'animaux et du type
de muscle.

La synthese des résultats de cing expérimentatioimeales mises en place dans le
laboratoire a permis de montrer clairement queufgpmentation des rations des animaux
avec des graines de lin (source lipidique riche@de linolénique) est une stratégie efficace
pour augmenter la teneur en CLA et la qualité hatmelle de la viande (augmentation de la
proportion en AGPI et notamment en acide linoléejquToutefois, son efficacité est
fortement modulée par la composition de la ratierbdse, par le type d'animal (race, age et
sexe) et par le type de muscle (oxydatif, glycglys). D'autre part, 'augmentation des
teneurs en CLA des muscles peut s'accompagner dwadiication de la proportion des

différents isomeres de CLA.

Ces études visant a mieux comprendre les facteurggllation de la teneur et de la
composition en CLA des tissus de bovins doiveetgursuivies en s'intéressant a d'autres
sources de supplémentation lipidique (mélanges meénes oléagineuses, autres formes
d'apport...), de rations de base (herbe a différestégles de maturité, différents ensilages,
équilibre entre fourrages et aliment concentré..t)de production (génisse, taurillon...).
Ceci devrait permettre la mise en place d'un odél modélisation de la variabilité de la
distribution en CLA et d’autres AG dans les musdiesovin en fonction du type d'animal, du

type de muscle et du type d'alimentation. De pl@gparait important de mieux comprendre
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les mécanismes impliqués dans les variations desite en CLA de la viande et les facteurs
de régulation afin de pouvoir mettre en place deat&gies d'élevage raisonnées propres a
moduler la teneur et la composition des CLA dedade.

Le deuxieme objectif de mon travail de thése étt déterminer les voies
métaboliques impliquées dans les variations deutee¢ de composition des différents
isoméres de CLA observées dans les muscles de.bowifioie étant un des organes clé
impliqué dans le remaniement des AG, nous avordiéia synthése de CLA a partir de
l'acide vaccénique et son meétabolisme dans le deiébovin par marquage meétabolique
d'explants de foie maintenus en survie. Dans naglitons expérimentales, il apparait
clairement que le foie n'est pas impliqgué danytdh&se de CLA a partir d'acide vaccénique.
Par contre, le CLA est fortement catabolisé et bwise en d'autres composés conjugués
supérieurs (C18:3) dans le foie dont les propriéiékgiques vis-a-vis de pathologies chez

'homme restent a déterminer.

Il est donc nécessaire de poursuivre ces recherare etudiant la syntheése et le
métabolisme des CLA dans d'autres tissus, notamie¢issu adipeux associé au muscle, et
de déterminer avec précision les facteurs de rémrampliqués dans ces voies métaboliques
afin de mieux appréhender le devenir des CLA dedledérivés conjugués (part potentielle

pouvant atteindre les tissus cibles) dans le biufasieriser leur dépét dans les muscles.

Le dernier objectif de ma these était d'évalueryitro sur différentes lignées de
cellules tumorales humaines, les propriétés artiéauses de différents isoméres de CLA et
de leurs dérivés conjugués (18:3 et 20:3) présantis la viande de bovin et de mélanges de
CLA purifiés a partir de muscles de bovin. Ce tibgapermis de mettre en évidence une
activité antiproliférative des isomeres de CLA aigse de leur dérivés conjugués vis-a-vis
des cellules cancéreuses, lisométeargs1lirans possédant l'activité la plus importante.
D'autre part, nous avons également montré poureaigre fois une activité anticancéreuse
des mélanges de CLA issus de la viande de bovimphbtitance des effets antitumoraux de
ces mélanges de CLA est liée a la proportion degrdifféerentes familles d'isoméres de CLA,
une forte proportion d'isomeéreds,trans et une faible proportion disomeress,cis et
trans,transpermettant I'activité antiproliférative la plusportante. Enfin, les AG totaux de la
viande de bovin possedent une activité antipraltfeée identique a celles des fractions

correspondantes enrichies en CLA, mais avec umnsite plus importante. Ces résultats
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impliquent que, non seulement la quantité de CLéspents dans la viande est importante a
prendre en compte, mais aussi les interactionstpessntre les différents isoméres de CLA
et avec les autres AG de la viande (complémensafit®ynergies / antagonismes) afin de

potentialiser leurs propriétés biologiques.

Dans ce contexte, il apparait donc essentiel derqovre ces études afin de
déterminer avec précision les mélanges d'isomeréstrans possédant l'activité
anticancéreuse la plus importante et de détermiligitensité relative de [activité
anticancéreuse des autres acides gras présents danwviande de bovin (dérivés
conjugués...). Ceci nécessitera de valider nos r@sufiar une approche in vivo sur modele
animal afin de vérifier si les CLA présents dansvlande bovine exercent une activité
anticancéreuse préventive et/ou curative, d'évalu@artir de quelle concentration ils sont

actifs, et de déterminer précisément le mode daate ces composes.
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Résumé :L'acide linoléique conjugué (CLA) est un ensembigothéres géométriques et de position|de
I'acide linoléique principalement présent dansgesduits de ruminants (lait, viande) qui parait gsader
des propriétés bénéfiques vis-a-vis de patholagegsures humaines.

Dans ce contexte, le premier objectif de ce ttavaité de déterminer les facteurs impliqués dans |
variation des teneurs en CLA dans les muscles & lfalimentation, type d'animaux et de muscles).
Nous avons ainsi clairement montré que la supplé&tien des rations du bovin avec des graines de lin
riches en AGPI n-3 est une stratégie efficace pogmenter la teneur en CLA dans la viande. Tolggefoi
son efficacité est fortement modulable en fonctim la nature de la ration de base (équilibre
foin/concentré), du type d'animal (race, 4ge eeyex du type de muscles. De plus, de telles giesté
d’élevage modifient aussi la proportion des difféseisomeres de CLA. Afin de déterminer les vaies
métaboliques impliquées dans ces variations, neossaétudié la synthese de CLA a partir de I'agide
vaccénique et son métabolisme dans le foie de Haviimal polygastrique producteur de CLA) et de|rat
(modéle monogastrique) par marquage ‘4 sur modéle cellulaire (explants de foie mainterng
survie). Nous avons ainsi clairement démontré gide, foie n’est pas impliqué dans la synthése d&,C
il joue un rdle important dans le catabolisme etdaversion des CLA en dérivés conjugués supérieurs
Les facteurs de régulation cellulaires des voiesedmétabolisme doivent étre recherchés afin dérenet
en place les stratégies les mieux adaptées poorddsler.

Le deuxieme objectif de ce travail a été d'évalneftro, sur différentes lignées tumorales humaines,
I'efficacité des propriétés antiprolifératives délamges de CLA purifiés a partir de muscles de rbgvi
Nous avons ainsi montré que l'importance des effetisumoraux de ces mélanges de CLA est liée|a la
proportion des différentes familles d'isomeres d4é Qine forte proportion disomeress,trans associég
a une faible proportion disomeress,cis et transtrans permettant l'activité antiproliférative la plus
importante. Les AG totaux de la viande possedest activité antiproliférative identique a celles des
fractions correspondantes enrichies en CLA, maicawne intensité plus importante. Ces résultats
préliminaires sont tres prometteurs et doivent étielés par une approchevivo sur modéle animal afin
de préciser si les CLA présents dans la viandeneoekercent une activité anticancéreuse préventive
et/ou curative et de déterminer les modes d'a@toles doses optimales d'action de ces composés en
fonction du type de tumeur.

Mots clé: Acide linoléique conjugué ; Bovin ; Foie ; Métdisme ; Muscle ; Propriétés anticancéreuses.

CLA in beef: characterization and modulation of thér content by rearing factors, cellular
metabolism and anticancerous properties.

Abstract: The term Conjugated Linoleic Acid (CLA) refers tormaxture of positional and geometric
isomers of linoleic acid mainly present in rumingnbducts (milk, meat) which could possess beradfici
properties for human health.

In this context, the first aim of this wok wasdetermine the factors implicated in the variatiofis
CLA composition and proportion in bovine muscleseffing conditions, type of animal and of muscje).
We have clearly demonstrated that dietary lipidpteimentation with linseeds was an effective way to
increase the CLA content in muscles. However, fitsiency was strongly modulated by the naturehef t
basal diet (balance hay/concentrate) and by intrifastors (breed, age/sex, type of muscle). Mogegv
such conditions modified the distribution of thdfelient CLA isomers. To determine the metabolic
pathways implicated in such variations, we haveistlithe synthesis of CLA from vaccenic acid asd it
metabolism in the liver of bovine (polygastric aaimproducing of CLA) and rat (monogastric model) |by
using thein vitro method of incubated liver slices. We have cleaHgwn that the liver was not involved
in tissue CLA synthesis but was highly implicatedthe catabolism and the bioconversion of CLA into
superior conjugated derivatives. Consequently,ofactnvolved in cell regulation of these metabalic
pathways should be undertaken to develop apprestedtegies to modulate them.

The second objective of this work was to studwitro, on several human tumour cell lines, the
efficiency of antiproliferative properties of CLAixtures purified from bovine muscles. We have shown
that all these CLA mixtures inhibited the proliféoa of human cancer cell lines, a high contentif
trans isomers allowing the most important antiproliferateffect. Beef total FA exhibited a greater
growth-inhibitory activity than their correspondi@i-A-enriched fractions. These preliminary resaits
very promising and must be confirmed by usingramivo approach on animal model to verify if CLA
present in bovine muscles exhibit preventive andimative antiproliferative activities. Determirati of
mechanisms of action and of the optimal doses tbra®f these compounds should be realized in
function of type of tumours.

Key words: Conjugated linoleic acid ; Bovine ; Liver ; Metdism ; Muscle ; Anticancerous properties.
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