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Résumé : Les principaux isomeéres trans de |'acide linolénique formés aux cours des traitements
technologiques et thermiques sont les isoméres 18:3-9¢,12¢,15t,-9t,12¢,15c et, a moindre taux, -
9t,12¢,15t. Ills sont présents dans des huiles raffinées, des huiles végétales partiellement
hydrogénées et dans des produits frits, et sont par conséquent consommeés par I’homme [1]. Ces
isomeéres 18:3-trans semblent suivre les mémes voies de conversion que leur homologue naturel, le
18:3n-3. En effet, un certain nombre d’études ont montré que les 18:3-trans étaient allongés en
acides gras a 20 et 22 atomes de carbone présentant des liaisons éthyléniques trans [2-5]. Aussi, ces
isomeres trans de I'acide éicosapentaénoique (EPA) et de I'acide docosahexaénoique (DHA) ont été
retrouvés dans différentes classes de lipides de différents organes de rats ayant recu pendant huit
semaines un régime contenant 10 % d’huile de lin chauffée 12 heures a 275 °C [3-4, 6]. Cependant,
une analyse quantitative de ces 20:5-trans dans le foie de ces rats a révélé que I'isomére 20:5-17t
représentait 80 % de I’'ensemble des isoméres 20:5-trans formés, alors que les isoméres 20:5-11t et -
11t,17t ne représentaient que seulement 5 % [4, 5]. Ceci montre que I'isomere 18:3-15t est converti
en 20:5-trans en quantité plus importante que ne le sont les 18:3-9t et -9t,15t [7]. Chardigny et al.,
en 1993, ont montré que seuls les 20:5-17t et 22:6-19t issus du 18:3-15t étaient présents dans les
plaquettes sanguines humaines [8].
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ARTICLE
Les plaquettes sanguines

Les plaquettes sont les plus petits éléments figurés du sang (2 a 3 um) [9]. Le sang humain en
contient de 130 000 a 400 000 par microlitre. Ce sont des fragments cellulaires provenant des
mégacaryocytes médullaires provenant eux-mémes des cellules totipotentes qui donnent aussi
naissance aux érythrocytes et aux leucocytes. Au repos, les plaquettes présentent une forme
discoide et leur durée de vie est de 8 a 10 jours chez I'hnomme et seulement de 4 jours chez le rat.

L'acide arachidonique (AA), un des principaux acides gras des phospholipides plaquettaires, est
oxygéné dans les plaquettes soit par la voie de la cyclo-oxygénase, soit par la voie de la 12-
lipoxygénase (figure 1) [10].

L'oxygénation de I'AA par la voie de la cyclo-oxygénase donne les prostanoides de la série 2
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regroupant les prostaglandines (PGG,, PGH, et a plus faible quantité les PGD,, PGE;, et PGF,pn,) €t les
thromboxanes (TxA, et TxB,). Les endoperoxydes (PGG,, PGH,) et le TxA, sont de puissants
inducteurs de I'agrégation plaquettaire.

D'autres acides gras polyinsaturés (AGPI) sont aussi substrats de la cyclo-oxygénase. Il s'agit en
particulier d'AGPI a 20 atomes de carbones et possédant au minimum trois liaisons de configuration
cis en position 8, 11 et 14. Ainsi, I'acide 20:3n-6 est le précurseur des prostanoides de la série 1 [11,
12] et I'EPA est celui des prostanoides de la série 3 [13, 14].

La 12-lipoxygénase catalyse |'oxygénation du carbone 12 de I'AA. Cette 12-lipoxygénase conduit a
I'acide 12-hydroperoxyéicosatétraénoique (12-HPETE) qui est ensuite réduit en acide 12-
hydroxyéicosatétraénoique (12-HETE). D'autres AGPI possédant deux doubles liaisons de
configuration cis en position 8 et 11 sont substrats de cette enzyme [15]. C'est le cas des acides
20:3n-6, 20:3n-9 et de I'EPA [16] mais aussi du DHA [17].

Les plaquettes sanguines jouent un roéle essentiel dans les premieres étapes du processus
hémostatique. En effet, lorsqu'un vaisseau sanguin est endommagé sur sa partie luminale, les
plaquettes sont activées par des fibres de collagéne et le facteur von Willebrand contenus dans le
subendothélium. La réponse plaquettaire va se traduire par un changement de forme et par
I'adhésion irréversible des plaquettes a la paroi vasculaire endommagée oblitérant ainsi la blessure.
C'est le « clou hémostatique ».

La figure 1 illustre schématiquement la réponse plaquettaire [18]. Celle-ci est induite par de
nombreux agents tels que le collagéne, la thrombine, I'ADP ou la sérotonine qui exercent leurs effets
par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques situés sur la membrane plasmique. La liaison d'un
agoniste sur son récepteur entraine l'activation de protéines intracellulaires (interaction avec des
protéines G, formation de seconds messagers, activations en chaine de la protéine kinase C et
d'autres enzymes). Les phospholipases A, et C sont activées, permettant de libérer I'AA en position
sn2 des phospholipides membranaires [9, 19]. L'AA est alors métabolisé en prostanoides et
notamment en PGH, et TxA, qui vont aller se fixer sur des récepteurs situés au niveau de la
membrane plaquettaire, ce qui va permettre d'amplifier et d'entretenir le processus d'activation.

Une modification de la fonction plaquettaire interviendrait dans la modulation du risque de survenue
de maladie [9, 20].

Acides gras trans et agrégation plaquettaire

De nombreux travaux ont mis en évidence les propriétés anti-agrégantes des acides gras de la série
n-3, en les apportant sous forme d'huile de poisson [21, 22] ou en enrichissant les régimes avec ces
acides gras [23]. L'équipe de Lagarde a notamment montré les effets anti-agrégants du DHA et de
I'EPA [14, 24, 25]. L'EPA et le DHA inhibent la synthese du TxA,, mais chacun de maniere différente.
Le premier entre en compétition avec l'acide arachidonique au niveau de la cyclo-oxygénase [26],
tandis que le second induit un changement dans la membrane plaquettaire ayant pour conséquence
la « non-libération » de I'AA et I'inhibition de la cyclo-oxygénase qui est une protéine membranaire.
De plus, Swann et al. [27] et Parent et al. [28] ont montré que |'incorporation de ces deux acides gras
dans les phospholipides plaquettaires inhibait le récepteur du complexe PGH,/TxA.,.

La présence d'une ou de plusieurs doubles liaisons de configuration trans modifie-t-elle ces



propriétés anti-agrégantes de I'EPA et du DHA dans les plaquettes ?

Etant donné que le 20:5 17t et le 22:6 19t sont les deux isoméres majeurs respectifs de I'EPA et du
DHA détectés dans les plaquettes humaines, trois principales études ont été réalisées avec ces AGPI
trans sur des modeles de plaquettes isolées humaines ou de rats.

La premiere d'entre elles a porté sur les effets du 20:5-17t sur |'activité plaquettaire lorsqu'il était
ajouté de maniére exogene aux plaquettes humaines en suspension et activées par de I'AA [29]. Les
auteurs ont montré que I'ICsq, la concentration nécessaire pour inhiber 50 % de l|'agrégation
maximale induite par I'AA, était plus élevée avec le 20:5 17t qu'avec I'EPA. Cet isomere présenterait
donc un effet anti-agrégant moins prononcé que celui de I'EPA. En ce qui concerne l'inhibition de la
production de métabolites de I'AA par la voie de la cyclo-oxygénase, les deux isomeéres ont des effets
comparables lorsqu'ils sont chacun a leur ICsy ; mais, a concentration égale, le 20:5n-3 est un bien
meilleur inhibiteur que le 20:5-17trans. En contrepartie, pour chaque isomere, les auteurs ont noté
une augmentation de la formation du 12-HETE proportionnelle a I'inhibition du TxB,.

Chardigny et al. [30] ont étudié les effets dus a l'incorporation de cet isomere 20:5 17t dans les
lipides des plaquettes humaines. Pour cela, dans un premier temps, les plaquettes ont été incubées
en présence soit de I'EPA, soit de son isomére 20:5 17t lié a I'albumine. L'agrégation a ensuite été
induite avec du collagene ou du U46619. L'U46619 est un analogue stable du TxA,. Il permet de
tester l'influence de la composition en acides gras des phospholipides plaquettaires sur I'activité du
récepteur au TxA,. Le collagéne, quant a lui, permet de tester l'influence de la composition en acides
gras des phospholipides plaquettaires sur le métabolisme de I'AA en éicosanoides et notamment en
TxA,. Les résultats obtenus ont confirmé ceux de O'Keefe [29], montrant que la présence d'une
liaison trans sur I'EPA en position 17 de I'EPA diminuait son pouvoir anti-agrégant.

Plus récemment, une étude menée sur des plaquettes isolées de rat [31] a montré que le 20:5-17t
additionné directement aux plagquettes stimulées par de |'acide arachidonique avait un effet anti-
agrégant comparable a celui de I'EPA. En revanche, les auteurs ont mis en évidence que les isoméres
20:5-11t et -11t,17t avaient des effets anti-agrégants deux fois supérieurs a celui de I'EPA. Tout
comme pour |'étude de O'Keefe [29], les auteurs ont obtenu une inhibition de la formation des
métabolites de la voie de la cyclo-oxygénase et une augmentation de la formation du 12-HETE
proportionnelles a l'inhibition de I'agrégation plaquettaire pour chaque isomere.

Cette méme étude a permis de montrer que l'isomere 20:5-17t additionné seul a des plaquettes était
capable d'induire une agrégation, ce qui n'est pas le cas de I'EPA. Cependant, cette agrégation était
de plus faible intensité que celle induite par I'AA et nécessitait des concentrations en 20:5 17t
beaucoup plus élevées qu'en AA.

En outre, l'utilisation de 20:5-17t marqué au carbone 14 a permis de montrer que cet acide gras était
métabolisé en trois composés X;, X, et X, et, contrairement a I'EPA, le 20:5-17t ne nécessite pas la
présence de I'AA ou du 12-HPETE, des fournisseurs de peroxydes, pour étre oxygéné dans les
plaquettes. Les inhibitions sélectives de la 12-lipoxygénase avec la bacaléine puis de la cyclo-
oxygénase avec l'indométhacine ont montré que les métabolites X; et X, sont issus de la cyclo-
oxygénase et le métabolite X2 de la 12-lipoxygénase. Enfin, en chromatographie en couche mince,
les composés X;, X, et X, présentaient des Rf similaires a ceux des HHT, 12-HETE et TxB,
respectivement.



Les résultats de cette étude chez le rat suggéraient donc que le 20:5 17t ait été reconnu par les
systémes enzymatiques comme un analogue structural de I'AA, la double liaison trans en position 17
étant linéaire comme une simple liaison. Une identification des métabolites X;, X, et X, doit étre faite
afin de confirmer cet hypothese.

Une étude similaire avait été réalisée deux ans auparavant avec un isomere trans de I'AA, l'isomeére
20:4-14t, le métabolite supérieur du 18:2-9¢,12t [32]. Ce travail avait montré que la présence d'une
double liaison trans en position 14 de l'acide arachidonique modifiait ses propriétés physiologiques
dans les plaquettes. En effet, la double liaison en position 14 conférait a I'AA des propriétés anti-
agrégantes car |'addition de cet isomeére trans a des plaquettes en suspension et activées par de I'AA
a inhibé I'agrégation plaquettaire induite par I'AA. De plus, comme d'autres agents anti-agrégants,
cet isomere a inhibé la formation des métabolites de I'AA formés par la voie de la cyclo-oxygénase
et, a l'inverse, il a augmenté la formation du 12-HETE.

Cette méme étude a mis en évidence que le 20:4-14trans n'induisait pas d'agrégation plaquettaire
contrairement a son homologue naturel. En outre, |'utilisation de 20:4-14t radioactif a permis de
montrer qu'il n'était métabolisé qu'en un seul composé issu de la 12-lipoxygénase et, comme le
20:3n-9 par exemple, le 20:4-14t a nécessité la présence d'AA ou du 12-HPETE, des fournisseurs de
peroxydes, pour étre oxygéné par la 12-lipoxygénase. Il semblerait donc que ce composé ait été
reconnu par la 12-lipoxygénase comme un homologue structural du 20:3n-9.

Ces deux dernieres études réalisées sur des plaquettes de rat montreraient que les doubles liaisons
de configuration trans non impliquées directement dans le mécanisme enzymatique peuvent étre
percues comme des liaisons simples par les enzymes plaquettaires.

Le 22:6 19t est I'autre métabolite issu du 18:3-15t qui est présent sous forme de traces dans les
plaquettes humaines [8]. Il aurait un effet anti-agrégant comparable a celui du DHA lorsqu'il est
ajouté de maniére exogéne a des plaquettes humaines isolées, mais il inhiberait davantage la
synthése des produits de la cyclo-oxygénase [29]. En revanche, lorsqu'il est incorporé dans les lipides
plaquettaires, il aurait un effet anti-agrégant moindre que celui induit par le DHA [30]. Dans ces
conditions, cet isomere n'a aucun effet sur I'oxygénation de I'AA par la cyclo-oxygénase.

Ces différentes études in vitro ont mis en évidence que la présence d'une double liaison de
configuration trans pouvait modifier les propriétés biologiques de ces acides gras essentiels dans les
plaquettes : elle leur confere une structure moléculaire plus linéaire et des effets métaboliques et
physiologiques souvent différents de ceux de leur homologue cis.

Suite a ces résultats, dans le cadre d'un contrat européen (FAIR 95-0594) « Nutritional and Health
Impact of Trans Polyunsaturated Fatty Acids in European Population », 1'étude de |'agrégation
plaquettaire a été réalisée sur différents volontaires ayant recu des régimes contenant de faibles
doses d'un mélange de 18:3-trans [33]. Ces volontaires ont été recrutés sur trois centres européens,
au laboratoire de nutrition humaine (LNH) de Clermont-Ferrand (n = 31) en France, a l'université
d'Edimbourg (n = 26) en Ecosse et a |'université de Maastricht (n = 31) aux Pays-Bas.

L'agrégation plaquettaire a été mesurée a trois temps de l'intervention nutritionnelle (figure 2) : au
début de I'étude, a la 6° semaine, aprés un régime dépourvu d'acides gras trans mono et
polyinsaturés et au terme de I'étude, a la 12° semaine, aprés six semaines d'un régime apportant



(groupe trans, HT) ou n'apportant pas (groupe cis, LT) 0,6 % de I'énergie quotidienne sous forme d'un
mélange 18:3-trans. Ce mélange de 18:3-trans contenait principalement du 18:3-9t et du 18:3-15t, et
a moindre taux du 18:3-9t-15t avec des proportions entre les différents isoméres similaires a celles
retrouvées dans les huiles végétales chauffées [34].

Le protocole utilisé est celui illustré par la figure 3. L'agrégation plaquettaire a été mesurée en
réponse a une gamme de U46619, et une gamme de collagene selon le principe d'une méthode
turbidimétrique décrite par Born [35]. Une fois l'incubation finie, la quantité de TxB, produit par les
plaguettes en réponse au collagene a été dosée par test ELISA.

La figure 4 présente les différents résultats d'agrégation obtenus pour I'ensemble des volontaires des
trois centres. La réponse des plaquettes sanguines exprimée en pourcentage d'agrégation en
fonction de la concentration en agent pro-agrégant présente un profil sigmoidal. Aussi, les résultats
sont présentés sous la forme de la valeur logarithmique de I'EC50 qui est définie comme la
concentration en agoniste pour laquelle 50 % de I'agrégation maximale a été observée.

On constate que la sensibilité des plaquettes de la population totale reste stable apres les six
premieres semaines de régime sans trans quel que soit I'agent agrégant utilisé. De plus, les six
semaines de régime expérimental de I'étude n'ont pas modifié 'agrégation plaquettaire que les
isomeéres 18:3-trans aient ou n'aient pas constitué 0,6 % de |'apport calorique total quotidien.

Par ailleurs, les résultats obtenus avec le dosage du TxB, pour les volontaires du groupe trans ont
montré que l'apport de 18:3-trans dans le régime pendant les six semaines de régime expérimental
n'avait pas affecté la production de TxB, en comparaison aux résultats obtenus a la 6° semaine, aprés
le régime préliminaire et aux valeurs obtenues sur les volontaires du groupe [33].

Dans cette étude nutritionnelle, I'apport lipidique ayant été controlé de facon tres stricte aussi bien
guantitativement que qualitativement, il était possible de déterminer spécifiquement les effets des
18:3-trans. Néanmoins, on peut dire que dans les conditions d'un apport a hauteur de 0,6 % de
I'apport énergétique quotidien pendant une période de six semaines, la consommation de 18:3-trans
chez I'nomme jeune et sain ne modifie pas I'agrégation plaquettaire ni I'oxygénation enzymatique de
I'AA dans les plaquettes.

Dans cette méme étude, la composition des acides gras dans les phospholipides plaquettaires a été
réalisée sur tous les volontaires aux différents temps de I'étude d'agrégation plaquettaire (figure 5).

Au cours des six premiéres semaines, il n'y a pas eu de modification majeure des acides gras, saturés
totaux, mono-insaturés totaux, ni des AGPI des familles n-6 et n-3. Une légére augmentation du 20:5
n-3 a été constatée, ce qui est normal étant donné I'apport régulier de 18:3 n-3 durant le régime de
la période préliminaire (3,2 g/j).

En revanche, on constate une diminution tres nette et significative de I'ensemble des isomeres 18:3-
trans, 18:1-trans et 18:2 trans. Le taux de 20:5-trans quant a lui est resté stable pendant le régime de
la période préliminaire malgré I'absence d'apport en 18:3-trans.

Au cours des six dernieres semaines de I'étude, le profil en acides gras des plaquettes chez les
volontaires du groupe cis n'a pas été modifié. Seule une tres faible diminution des 18:1-trans et 18:2-
trans a été notée et, comme au cours des six premieres semaines, le taux de 20:5-trans est resté
stable.



Ce dernier résultat montre que la période sans trans n'a pas été assez longue pour pouvoir éliminer
tous les 20:5-trans des phospholipides plaquettaires.

Chez les volontaires du groupe trans, on note une tres légere augmentation des AGPI n-6 et
notamment du 20:4 n-6. Concernant les acides gras trans, il y a une augmentation du taux en 18:3-
trans et du taux en 20:5-trans. Ces derniers résultats confirment le fait qu'il y a bien une conversion
des 18:3-trans apportés par l'alimentation en métabolites supérieurs par I'organisme humain.
Cependant, I'analyse qualitative réalisée sur ces isomeres 20:5-trans totaux montre que seul le 20:5-
17t était présent. Il semblerait donc que le 18:3-9t, |'autre principal isomére du mélange, n'ait pas
été converti de facon suffisante pour que l'incorporation de 20:5-11t puisse étre observée dans les
phospholipides plaquettaires. La teneur en 20:5-17t détectée dans les phospholipides plaquettaires
représente moins de 0,1 % des acides gras totaux, valeur proche des 0,15 % détectés dans les
plaquettes humaines par Chardigny et al. en 1993 [8].

Des études menées chez I'nomme laissent suggérer que |'agrégation plaquettaire ne serait modifiée
par la consommation de 18:3 n-3 que lorsque le 20:5 n-3, qui présente des propriétés anti-
agrégantes, est augmenté et que le 20:4 n-6, qui présente des propriétés pro-agrégantes, est
diminué. Ce que I'on peut illustrer par le rapport 20:4 n-6/20:5 n-3.

Ce rapport, calculé a partir des valeurs des sujets de I'étude, diminue légéerement pendant les six
premiere semaines de maniere significative, mais uniquement en raison de l'augmentation de la
teneur en 20:5 n-3, celle en acide arachidonique restant stable. Ainsi, cette seule augmentation du
20:5 n-3 peut expliquer pourquoi |'agrégation plaquettaire n'a pas été modifiée au cours de cette
premiere période de |'étude.

A la fin des douze semaines de I'étude, on constate une augmentation de la teneur en 20:5-17-trans
chez les sujets du groupe trans par rapport aux volontaires du groupe cis, pour un taux de 20:5 n-3
équivalent. Cependant, une augmentation du taux de 20:4 n-6 a aussi été constatée seulement chez
les volontaires du groupe trans en accord avec Loi et al. [36]. Le calcul du rapport 20:4 n-6/(20:5 n-3
+ 20:5-trans) montre que celui-ci est identique dans les deux groupes, ce qui peut apporter un
élément d'explication a I'absence d'effet suite a la consommation des 18:3-trans.

CONCLUSION

L'étude chez le volontaire sain a permis de montrer pour la premiere fois la capacité de I'organisme
humain a convertir le 18:3-15trans en 20:5-17trans.

Cet acide gras s'est bien incorporé aux phospholipides plaquettaires, mais il semble que dans nos
conditions expérimentales, son incorporation n'ait pas été suffisante pour modifier I'agrégation des
plagquettes sanguines.

Cette étude nutritionnelle chez le volontaire sain aurait certainement mérité une période
préliminaire sans trans et une période expérimentale beaucoup plus longue apportant le mélange
d'isomeéres des18:3-trans dans le régime.
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Figure 1. lllustration schématique de l'activation plaquettaire (d'aprés Blockmans et

al.,, 1995).
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I Figure 2. Description de l'intervention nutritionnelle chez I'homme.



Sang (100 mi)
CF200 g - 200 min

pH 6,4

PRP
CEFi0 g - 12 min T=30s=c T=4min
Colleggne  EHZH
Liggsa
Eminaifon du FRP l l
// 3790
i I: ) +
2 toviges T HBE Y
difuiion oes pligu etes: H Tesk d'sgrégation 0
\\/ & 108 Planl Selon Born 1962

Figure 3. Meéthodologie utilisée pour l'isolement des plaquettes et la mesure de
I'agrégation plaquettaire.
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Figure 4. Variation de la sensibilité des plaquettes sanguines a l'agrégation induite par
le collagene ou par le U46619 au cours de l'intervention nutritionnelle pour tous les

sujets confondus. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes * écarts types
(ANOVA p > 0,05).
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Figure 5. Composition en acides gras des phospholipides plaquettaires des volontaires
francais, écossais et néerlandais au cours de l'intervention nutritionnelle. Les données
sont exprimées sous forme de la moyenne du pourcentage des acides gras totaux +
erreur standard.




