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ABSTRACT

- The aim of this work was to study the effects of diabetes mellitus on lipides,
carbohydrates and proteins metabolim in Jordan people with insulin-dependant (IDDDM)
and non insulin-dependant diabetics (NIDDM) and control subjects.

Our results showed a significatif increase in serum concentrations of glucose and
HbA ¢ in both type of diabetes. Also, insulin concentration showed a significatif increase in
NIDDM subjects but it decreased significantly in IDDM subjects.

Moreover, serum levels of insulin, cholesterol (CT) and tnglycendes (TG) were
increased in NIDDM patients while there are a significatif decrease in serum proteins in
IDDM patients.

The alterations of lipoprotéins composition in diabetes were characterised by a raise in
TG-PT-mass of VLDL, CT-TG of LDL, TG of HDL, and HDLs, with a reduction in CT-
PL-PT- mass of HD1L, and PT of HDL3 in NIDDM subjects.

‘Concerning IDDM subjects, there are an increase in CT-PL-mass of LDL, TG of
HDL; while a decrease in PT of LDL, PL-PT-mass of HDL, and PT of HDL; as compared
with control subjects.

On other hand, in order to appreciate our knowledges about cellular alterations
associated with diabetes and to determine the effects of polyunsaturated fatty acids (DHA,
EPA, AA) on lymphocyte proliferation, interbenkin-2 production and phospholipids,
triglycerides and esteryl cholesterol fatty acids composition in lymphocyte membrane. For
this, the lymphocytes were incubated, in vitro, with and without mitogen (Con A), insulin,
PUFA n-3 (DHA and EPA) and/or PUFA n-6 (AA).

Our results found that the concanavalin A and insulin increase significantly the
proliferative response of lymphocytes while PUFA as eicosapentaenoic, arachidonic and
docosahexaenoic acids inhibited that by different degrees: 47%, 37% and 19% respectively
for healthy subjects and 39%, 29% and 13% for NIDDM and 26%, 18% and 9% for IDDM.
However, the concentration of IL-2 produced in presence of either docosahexaenoic,
eicosapentaenoic or arachidonic acid was significantly reduced by 36%, 32% and 39%
respectively in controls while 16%, 15% and 23% respectively in NIDDM subjects and
21%, 18% and 26% for IDDM patients.

Moreover, the used fatty acids demonstrated a major impact on the fatty acid
composition of different fractions of lymphocyte T membrane but these fractions were
different in their response to each fatty acid examined. Also, we observed that con A
increase significantly the rate of PUFA in all fractions stimulated in diabetics and control
membrane compared as basal culture. However, the addition of a fatty acid to culture media
was accompanied with a predominant composition of this fatty acid in different fractions.
Also, our results showed that the addition of EPA to culture media decrease the rate of AA
in cellular membrane for showing the competition between the two groups of n-3 et n-6.

In addition, the analysis of phospholipids fatty acids composition of red cell membrane
showed no 51gn1ﬁcant differences in the sum of saturated fatty acids between diabetics and
control groups.

In contrast, the oleic acid was significantly increased in NIDDM patients as compared
with controls. Also, we noted that EPA and DHA were significantly decreased in diabetic
groups whereas AA was decreased in NIDDM group as compared with control subjects.

Finally, our results presented the effects of diabetes mellitus (type 1 and type 2) on
different organism levels and the possibilities of their treatments by n-3 and n-6
polyunsaturated fatty acids.

Key words: Diabetes Mellitus- IDDM- NIDDM- Lipoproteins- Lymphocyte T-PUFA-
Lymphoproliferation- IL-2- Membrane fatty acids composition- Red Cells- Jordan.




RESUME

Le but de ce travail reste d’¢tudier les effets du diabete sucré sur le métabolisme des
lipides, glucides et protéines chez une population jordanienne de diabétiques insulino-
dépendants (DID), non insulino-dépendants (DNID) aussi témoins.

Notre résultats ont montré une augmentation significative des teneurs sériques en
glucose et HbAc chez les diabétiques de type 1 et type 2. De plus, les concentrations
sériques en insuline, cholestérol (CT), triglycérides (TG) sont augmentés chez les DNID
tandis que les protéines sériques totales (PT) et l’insuline montrent une diminution
significative chez les DID.

Les altérations de la composition des lipoprotéines chez les diabétiques sont
caractérisés par une augmentation des TG- PT- masse des VLDL, CT- TG des LDL, TG des
HDL, et HDL;, avec une diminution des CT- PL- PT —masse des HDL, et PT des HDL3 chez
les DNID. Concernant les DID, il y a une augmentation en CT- PL- masse des LDL, TG-
HDL; et une diminution en PT des LDL, PL- PT- masse-HDL, et PT des HDL; en
comparant aux témoins.

D’autre part, pour approfondir nos connaissances sur les altérations cellulaires
associés au diabete et de déterminer les effet des acides gras polyinsaturés (DHA, EPA, AA)
sur la lymphoprolifération, la sécrétion d’IL2 et la composition en acides gras des
phospholipides, triglycérides et esters de cholestérol membranaires des lymphocytes T; les
lymphocytes sont incubés in vitro avec et sans mitogéne (con A), insuline et AGPI n-3
(DHA et EPA) et/ou AGPIn-6 (AA).

Les résultats obtenus montre que con A et I’insuline augmentent significativement la
prolifération des lymphocytes T tandis que les acides gras polyinsaturés tel EPA, AA, DHA ;
inhibent la réponse proliférative & des degrés différents: 47%, 37% et 19%, chez les
témoins, 39%, 29% et 13% pour les DNID et 26%, 18% et 9% chez les DID. Cependant, la
concentration d’IL-2 produite en présence des DHA, EPA or AA est significativement
réduite par 36%, 32% et 39% chez les témoins tandis que 16%, 15% et 23%, respectivement
chez les diabétiques de type 2 et 21%, 18% et 26% chez les diabétiques de type 1.

De plus, les acides gras utilisé montre un impact majeur sur la composition des
différents fractions lipidiques de la membrane des lymphocytes T. mais ces fractions
donnent un comportement différente pour chaque acides gras testé. Aussi, on observe que la
Con A augmente le taux des AGPI au niveau des différentes fractions membranaires des
lymphocytes stimulés chez les diabétiques et les témoins par rapport aux cultures initiales.
De plus, I’addition d’un acide gras au milieu de culture enrichit les différentes factions
lipidiques de PL, TG et EC a cet acide. On note aussi que 1’addition d’EPA au milieu de
culture diminue la proportion d’acide arachidonique dans la membrane plasmique montrant
une compétition entre les deux séries de n-3 et n-6.

En plus, ’analyse de la composition en acides gras des phospholipides membranaires
d’érythrocytes ne montre aucune différence significative en somme des acides gras saturés
chez tous les groupes. Par contre, une augmentation significative d’acide oléique a €té noté
chez les DNID comparé aux témoins. Ainsi, une diminution significative des EPA et DHA a
été observés chez les diabétiques comparé aux témoins avec une diminution d’AA chez les
DNID.

Enfin, nos résultats mettent en évidence les effets du diabete de type 1 et type 2 a
différentes niveau de I’organisme et les possibilités de les traité par I’ensemble des acides
gras polyinsaturés de série n-3 et n-6.

Mots clés: Diabéte sucré — DID- DNID- Lipoprotéines- Lymphocyte T- AGPI-
Lymphoprolifération- IL-2 — composition en acides gras membranaires — Erythrocyte- Jordanie.
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VLDL

Liste des Abréviation

acide arachidonique
acides gras polyinsaturés
apolipoproteine

Cholesterol ester transfer protein
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Diabéte insulino-dependant
Diabéte non insulino-dependant
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acide eicosapentaenoique

high density lipoproteine
interleukin — 2

indice de masse corporelle
Lecithin cholesterol acyl transférase
low density lipoprotéine

indice de prolifération
phospholipide
Phospholipids transfer protein
protéine total

triglycéride

very low density lipoprotéine
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Figure I1.19: Effet du con A sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les t¢moins (T), DID(d) et DNID (ND).

Figure IL.20 : Effet du con A sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DIDet DNID.

Figure IL.21: Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et DNID (ND).

Figure I1.22 : Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Figure I1.23: Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et DNID (ND).

Figure I1.24: Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Figure I1.25: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et DNID (ND).

Figure I1.26 :Effet du AA sur les concentrations en acides gras des phospholipides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Figure IL.27: Effet du con A sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et DNID (ND).

Figure II. 28: Effet du con A sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Figure I1.29: Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et DNID (ND).

Figure I1.30: Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Figure II.31: Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et DNID (ND).

Figure I1.32: Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Figure II.33: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et DNID (ND).

Figure I1.34: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.
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Introduction Générale

L’incidence des maladies telles les maladies cardiovasculaires, le
diabete, le cancer et les maladies génétiques et respiratoires, est
significativement élevée dans la région de l’est méditerranéen qui
représente actuellement 47 % de I’ensemble des maladies.(94)

Ce pourcentage tend a augmenter pour atteindre 60 % en 1’année 2020
ou les majeurs facteurs de risque potentiel sont le régime alimentaire et
I’inactivation physique sachaht que le changement du mode de vie et la
civilisation rapide conduit & une faible activité physique ce qui contribue
a augmenter la prévalence régionale d’obésité et du diabéte sucré (94).
La prévalence du diabéte dans la région méditerranéenne a doublée
depuis 1980 (15). Sa prévalence se situe entre 4 et 14 % (3). Environ, un
douziéme des personnes dans cette région développent une diabéte de
type 2 (94). Par ailleurs, le diabéte est une maladie mondiale qui touche
aussi bien les pays développés et ceux en voie de développement (3).
En Jordanie, la prévalence du diabéte était de 11 % en 1995 (95). Il a été
observé que le taux de diabéte dans ce pays augmente et s’accroit avec
I’age des individus. Le diabéte touche environ 1 % des personnes agées
de 25 429 ans, 15 % de celles entre 40 et 50 ans et 24 % aprés 1’age de
50 ans (3). | |
La prévalence du diabéte de type 1 est de 3,6 % pour les gens 4gés entre
0 et 14 ans tandis que celle des type 2 est 13,1 % pour les gens plus de
25 ans (15).

Il est intéressant de noter que le diabéte sucré est a un fort

prédicateur du dyslipidémie qui est un facteur important contribuant aux
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maladies cardio-vasculaires ef accélére P’artérosclérose chez les DNID
(11).

Par ailleurs, la dyslipidémie est une probléme importante de santé
publique en Jordanie en comparant au pays européen et USA, sachant
que la prévalence du hypercholestérolémie est 23 % et celle de
l’hypertriglyceridémigvest 23.8 % (11). Ainsi, ’obésité conduise aux
changements métaboliques trés importants et augmente le risque du
maladie cardio-vasculaire et le diabéte de type 2, sachant que la
prévalence d’obésité en Jordanie est 46 % chez les hommes et 43,7 %
chez les femmes (94).

Cependant le diabéte entraine aussi des perturbations du métabolisme de
lipides et des lipoprotéines, d’un autre coté, le diabéte s’accompagne
d’un dysfonctionnement du systéme immunitaire (84).

Une meilleurs compréhension des anomalies lipidiques et de
dysfonctionnement du systéme immunitaire, associe au diabéte est
nécessaire a une approche thérapeutique, appropriée et efficace.

Par ailleurs, la nutrition joue un rdle important dans le développant
le diabete sucré. (84). Il existe un grand intérét sur le métabolisme des
acides gras & cause ’appréciation du rdle potentiel de ces derniers dans
la pathogenése du diabéte ainsi, il a rapporté qu’il existe une interaction
entre les lipides et la fonction immunitaire. (124).

Cependant, il existe plusieurs Voies qui permettent a la nutrition
d’affecter la réponse des cytokines et leurs production (par exemple) la

synthese des enzymes pro inflammatoires par les monocytes est supressé
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par la supplementation d’huile du poisson chez les individus normale. De
plus, il est supposé que la supplementation avec un régime riche en
acides gras n-6 et pauvre en acides gras n-3 est un facteur de risque
majeur pour le diabéte et I’artériosclérose. (138a).

En outre, la composition en acides gras des membranes cellulaires est un
facteur important qui influence la réponse cellulaire aux hormones (40).
sachant qu’un taux élevé en AGPI n-3 peut étre bénéfique tandis que un
taux élevé des lipides trans ou saturé peut affecter inversement le
métabolisme du glucose et la résistance a ’insuline. (84).

En Jordanie, il n’y a pas des travaux sur les effets du AGPI n-3 et n-6 sur
le systéme immunitaire. Pour cela, ce travail a été réalisé.

Notre travail consiste a déterminer les différents désordre touchant le
métabolisme humain en présence et en absence du diabete sucré.

Les différentes étapes de notre travail ont €té les suivantes :

1. déterminer les paramétres biochimiques (la glycémie, HbA;C,
insuline,  protéines, cholestérol,  triglycérides et
phospholipides) au niveau sérique chez les diabétiques de type
1 et type 2 ainsi les témoins.

2. Déterminer les modifications biochimiques affectant les
différentes fractions des lipoprotéines (VLDL, LDL, HDL,,
HDL;) en analysant leur contenu (composition) en cholestérol,
triglycérides, phospholipide et apolipoprotéines totale chez les
DID, DNID et témoins.

3. Déterminer les changements structurelles et fonctionnelles

apportés au systtme immunitaire représentée par les
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lymphocytes T chez les sujets sains et diabétiques en
analysant d’abord I’effet du diabéte de type 1 et type 2 sur la
culture initiale des lymphocytes comparés aux témoins,
ensuite on détermine ’effet du Con A comme un mitogene sur
P’indice de prolifération des différents groupes. De plus, 1’effet
d’insuline, du AGPI n-3 représentée par DHA et EPA , du
AGPI n-6 représentée par I’AA sont évalués sur I’indice de
prolifération des lymphocytes T chez tous les groupes. En
outre, les effets du AGPI n-3 et /ou AGPI n-6 sur la réponse
prolifératives sont déterminée d’une facon individuelle ou
combiné.

. Déterminer la concentration d’IL-2 produites par les
lymphocytes T chez tout le groupes diabétiques et témoins
dans les différentes incubations réalisées.

. Tester D’influence d’addition des différents acides gras
polyinsaturés DHA, EPA et AA sur la membrane plasmique
du lymphocyte en présence d’un mitogene (Con A) chez tous
les groupes diabétiques et témoins en analysant les
compositions en acides gras des phospholipides, des
triglycérides et esters de cholestérol du membrane
lymphocytaire.

. Enfin, déterminer la composition en acides gras des
phospholipides membranaires des érythrocytes chez les

témoins et les diabétiques de type 1 et type 2.
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Introduction

e diabéte sucré est une pathologie endocrinienne et métabolique

qui se caractérise par une hyperglycémie, résultant d’un déficit
de la sécrétion de l'insuline, par les cellules du pancréas ou une
insensibilité des tissus vis a vis de cette hormone.(4)

Le diabéte se manifeste sous deux formes; insulinodépendant
(typel, DID) et non insulinodépendant (type 2, DIND) (114). L'étiologie
du diabéte de type 1 est d’origine multifactoriel regroupant des
interactions complexes entre la prédisposition génétique, (15,157,114)
des déterminants immunologiques et des agents environnementaux, ce
qui conduit a une destruction des cellules B du pancréas par
l'intermédiaire des 1ymp'hocytes (T) autoréactive stimulant ainsi les
réactions autoimmunes. (15)

Les individus qui sont touché par ce type d’impact sont
absolument dépendant de 1'insuline exogeéne pour survivre (114). Tandis
que le diabéte de type 2, est caractérisé par une hyperglycémie a la suite
d'un dysfonctionnement de la sécrétion d'insuline et/ou de l'action de
l'insuline (172) est parfois associé a une élévation des teneurs en
triglycéride et en acides gras non estérifié (126). Le diabéte non
insulinodépendant est une maladie polygénique qui est associé a la fois a
des facteurs génétiques et environnementaux (23) (102). En outre des
facteurs génétiques et les stimulants environnementaux, il y a la

malnutrition au cours du développement feetale qui peut fournir une
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programmation métabolique pour un retard diabeéte de type 2 entrainant
une réduction du systéme de I'immunité inné en générale (138a).

L'organisation mondiale de la santé révéle que le nombre des
diabétiques pourrait étre de 143 millions de I'année 1997 a 300 millions
en 2025 (175), (87), (57). La prévalence mondiale arrivera a 4,4%
(216)ou le diabéte type 2 affecte au moins 100 millions de personnes
dans le monde (138a).

Au cours du diabéte sucré, les anomalies lipidiques sont
fréquentes, prononcées et représentent un facteur de risque important
dont l'augmentation des maladies cardio-vasculaires, en particulier chez
les diabétiques de types 2 (18), (209).

Le diabéte sucré entralne aussi des perturbations du
métabolisme de lipides et des lipoprotéines trés importantes. La
dyslipidémie est caractérisé par un taux élevé des triglycéridémie, les TG

des VLDL et une baisse en cholestérol d'HDL, (138a) (19).

Pailleurs, la dyslipédémie chez les diabétiques est caractérisé par

des nombreuses anomalies métaboliques du lipoprotéines (33), (65).

Les  majorité des lipoprotéines (VLDL, LDL, HDL) sont
constituées de plusieurs sous groupes et leurs classification peut étre
réalisé selon leurs densités, leurs tailles ou leurs contenus en

apolipoprotéines et/ou la combination entre eux (160).

La concentration en lipoprotéines ou apolipoprotéines est tres
variable et elle est totalement différente dans les 2 formes majeurs du
diabete (18), (197), (214). Cependant, plusieurs études indiquent la

22




Introduction

présence possible des anomalies structurales et fonctionnelles touchant le

métabolisme du systéme transporteur des lipides. (33), (68).

Les altérations en les concentrations lipidiques et des lipoprotéines
athérogéniques (VLDL, IDL, LDL) et antiathérogéniques (HDL) sont
bien caractérisés dans les deux types de diabétes. En générale, les
lipoprotéines sont antiathérogenique chez les DID bien traité ayant une
concentration du glucose optimale. Par contre, les DNID ont des

changements athérogéniques quelque soit le mode de traitement (197).

Les anomalies quantitatives comportent principalement une
hypertriglycéridémie liées a une augmentation des lipoprotéines riches
en triglycérides (VLDL, IDL), ainsi qu’une baisse du HDL-cholestérol,
par diminution des particules HDL,.

Parmi les anomalies qualitatives, on retient essentiellement : une
modification de taille des lipoprotéines (VLDL de grande taille, petite et
dense LDL), un enrichissement en triglycérides des LDL et HDL, une
glycation des apolipoprotéines, une oxydabilité accrue des lipoprotéines
et plus particuliérement chez les LDL (206), (207), (209).

Par ailleurs, le métabolisme des lipoprotéines est interrelié, et que
n’importe quel changement d’un ou deux composés peut provoquer la
dyslipidémie. (9). Sachant que la sécrétion et la clearance des VLDL est
un facteur important de la concentration des lipides plasmatiques. Il peut
étre influencer par les hormones tel que ’insuline et les hormones de

croissance (34), qui sont des forts agents lipolytiques (124).

Des études ont suggéré que l'insuline diminue la sécrétion des
VLDL apo B hépatique tandis que dans les conditions associées avec

résistance a !’insuline tel que le diabéte sucré (type 2), il y a une
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augmentation en sécrétion des VLDL-apo B. La déficience d’insuline
chez les diabétiques de type 1 non contrdle résulte d’une augmentation
de la lipolyse avec mobilisation les acides gras libres des tissus adipeux
conduisant a élever la sécrétion des VLDL par le foie (34). Lors du
diabéte sucré, la production des VLDL de grande taille, enrichis en
triglycérides, conduit a I’accumulation de petites lipoprotéines de basse
densité (LDL) athérogénes, riches en triglycérides et relativement
pauvres en apo B. Cette accumulation des lipoprotéines athérogenes
(LDL, IDL) et ’augmentation de leur durée de vie dans la circulation
engendre la surcharge en cholestérol a la suite de leur peroxydation dans
le micro-environnement. Les macrophages jouent aussi un role clé dans
le développement de la plaque laquelle en se surchargeant en
lipoprotéines contenant de 1’apo B par le biais d’un récepteur différent
du récepteur conventionnel des LDL. Un déficit en lipoprotéines de
haute densité, accompagne certaines hypertriglycéridémies, est
susceptible de contribuer au développement de 1’athérosclérose par le
biais d’une réduction de I’activité de la voie de retour du cholestérol des
tissues périphériques vers le foie qui reste le seul site d’élimination du
cholestérol (128).

Enfin, dans ce partie on va étudier I’impacte du diabéte sucré sur les
concentrations plasmatiques en glucides, lipides et protéines. Ainsi, on a
essayé de voir s’il y a des changements touchant la concentration et la
composition des lipoprotéines plasmatiques chez notres populations
iabétique et témoins, ainsi, chez les diabétiques de types 1 comparé au

diabétique de type 2.
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I- POPULATION ETUDIEE

Notre étude a été réalisée sur une population agée entre

(20 et 45 ans), recrutée au centre clinique de 1’université jordanienne des

sciences et technologie en Irbid - Jordanie.

La population étudiée est constituée de 60 individus dont :

- Vingf (N=20) patients atteint de diabéte insulinodépendant (DID).
Ces patients comportent 10 femmes et 10 hommes souffris du

diabéte seulement sans aucun pathologie.

— Vingt (N=20) patients de diabéte non insulinodépendant (DNID).
Ces patients comportent 10 femmes et 10 hommes souffris du

diabeéte et exempts de toute autre pathologie.

— Vingt (N=20) sujets sains, dix femmes et dix hommes sont

dépourvues de toute maladie.

Les caractéristiques de cette population sont regroupées dans le
(tableau 1.1). |
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Tableau I.1 : les caractéristiques générales de notre population étudiée.

Témoins Diabéte de type 1 | Diabéte de type 2
Nombre du sujet 20 20 20
Age (ans) 33.65+2.09 30.20 +1.77 38.72£1.56
IMC (Kg/m?) 25.05+£0.91 26.13 £0.56 27.80 £ 0.99
Durée du diabete (ans) / 4.92 +0.58 4,25 +0.51
Type de traitement / Insuline Hypoglycémiants
Systoliquepression | 1255 133 | 117504172 115 + 3.4
artérielle (mmHg)
D;:;i:&:;izs;gjn 77 £1.59 7825171 | 7925+1.41
Hb (g/dl) 13.38 £0.39 12.96 £0.35 13.56 = 0.25

27




Matériels et Méthodes

II- PRELEVEMENTS ET TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

Les prélevements sanguins se font au niveau de la veine du pli du
coude, aprés 12 heures de jetne. Le volume de sang est de 17-20 ml.
10.1ml de sang prélevé est récupérée dans des tubes a héparine de
sodium (40pl de heparinate de sodium/10ml de sang comme un
anticoagulant). L’autre partie est recueillie dans des tubes secs. Les
échantillons prélevés sur tube hépariné sont destinées au dosage de
HbA,C et récupération des lymphocytes et les érythrocytes (voir chapitre
2 et 3).

Aprés coagulation du sang prélevé sur tube sec, les échantillons de
sang sont centrifugés a 3000 tours par minutes (tr/min) pendant 15 min.
une partie de sérum est récupéré en vue de différentes dosages
biochimiques et I’autre partie est conservé avec une solution de NaNj; a
0.2% et de Na,EDTA & 10%, a raison de 10 ul/ml pour la séparation des

lipoprotéines.

IT1- ANALYSES BIOCHIMIQUES

1- Dosage des parameétres glucidiques sériques

1.1- Dosage du glucose

Le dosage du glycémie est effectué sur du sérum par une méthode
enzymatique a l’aide de la glucose oxydase (Kit ARCOMEX,
Jordan),(Barham and Trinder (1972) ; Massod (1976)).

Les valeurs moyennes sont exprimées en g/l .
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1.2- Dosage du hémoglobine glycqué

Le dosage se fait par une méthode colorimétrique par Kit (Stanbio,
USA). Les valeurs moyennes du HbAc sont exprimées en pourcentage
de taux du Hb totale.

Cette méthode consiste a lyser 100 pl du sang en ajoutant 500 pl du

réactif de lyse.

L’hémolysit a été obtenu aprés I’incubation a température ambiante
pendant 5 min . 100 pl d’hémolysét préparé est mélangé a une 3 ml de
résine échangeuse de cations tamponné a pH 6.9. I’hémoglobine non
glycqué (HbAc) se lie a la résine par des faibles liaisons. Par contre, le
glycohémoglobine (HbA,) reste libre dans le surnageant.

Le pourcentage de HbA1 est déterminé en mesurant la densité
optique a 415 nm. Le pourcentage de HbAc a été calculé a partir de
HbA, et le facteur de conversion. (Trivelliet al., 1971; Gonen and
Rubenstein, 1978; Gabbay et al., 1977; Abraham et al., 1978; Stanbio -
Laboratory data).

2- Dosage des paramétres en protéines sérigues

2.1- Dosage de l’insuline
Le dosage d’insuline se fait a I’aide d’un Kit d’ELISA (DSL — 10 —
1600 Active ® Elisa, USA).

Cette méthode est un immunodosage de type sandwich d’une seule

¢tape avec enrichissement enzymatique.

Pour le dosage, les standards, les contrdles et les échantillons de
sérum a doser sont incubés avec des anticorps anti-insuline dans des

puits de microtitrage enduits d’un autre anticorps anti-insuline. Aprés
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incubation et lavage, les puits sont incubés avec le substrat de
tétraméthylbenzidine (TMB). On ajoute ensuite une solution d’acide
pour arréter la réaction. L’absorbance mesurée a 450 nm est directement
proportionnelle a la concentration d’insuline présente. Un ensemble de
standards d’insuline est utilisé pour tracer une courbe d’étalonnage afin

de calculer les concentrations en insuline des inconnus.

Pour la procédure de dosage de routine, pipeter 25 pl des standards
avec différentes concentrations d’insuline (0 — 3 — 10 — 50 -
100 pUlI/ml), des controles et des échantillons dans les puits appropriés
de plaque de microtitrage. Ensuite ajouter 100 pl de la solution de
conjugué anticorps-enzyme & chaque puit. Incuber les puits a
température ambiante pendant une heure aprés 1’aspiration et lavage de

chaque puits 5 fois avec la solution de lavage.

Ajouter 100 pl de solution chromogéne TMB a chaque puits et

incuber les puits a température ambiante pendant 20 min.

En fin, ajouter 100 ul de solution d’arrét (acide-sulfurique 0.2 M) a
chaque puit et lire I’absorbance de la solution pendant 30 min en utilisant

un lecteur de microplaque Elisa réglé a 450 nm.

Les valeurs moyennes sont exprimées en pUI/ml.

2.2- Dosage des protéines totales
Le dosage des protéines totales dans le sérum est effectué selon la

méthode colorimétrique de Biuret.

Les valeurs moyennes sont exprimées en g/l .
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3- Dosage des paramétres lipidiques sériques

3.1- Dosage de cholestérol total
La concentration plasmatique du cholestérol est déterminée par la

méthode enzymatique (Kit Syrbio, France).

Les valeurs moyennes sont exprimées en g/l. (Richmond,1973;
Roeschlau et.al., 1974; Trinder, 1969) .

3.2- Dosage de triglycerides

Le dosage de triglycérides est réalisé par une méthode
colorimétrique enzymatique (Kit Biolabo, France). Les valeurs
moyennes sont exprimées en g/l. (Esders and Michrina, 1979).

3.3- Dosage des phospholipides
C’est une méthode colorimétrique enzymatique (Kit de Bio

Meérieux, France).

Les valeurs moyennes sont exprimées en g/l .

IV- Séparation des lipoprotéines sériques par précipitation

La séparation des différentes fractions de lipoprotéines est réalisée
par la méthode de précipitation selon Burstein et al (1970, 1989). Cette
méthode permet d’isoler les fractions lipoprotéiques (VLDL, LDL et
HDL) en fonction de leur capacité de précipitation par des polyanions,
tel le dextrane de sulfate et 1’acide phosphotungstique en présence des
cations divalents, tel que Mg®, en utilisant du méme réactif de

précipitation & différntes concentrations; cette séparation sélective
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permet de séparé a partir du sérum, d’abord les VLDL ensuite les LDL et
enfin les HDL dont les lipoprotéines de faible densité (VLDL et LDL)
sont précipitées par du phosphotungstate plus Mgcl, et celles de haute
densité (HDL2 et HDL3) par du sulfate de dextrane plus Mgcl,.

Cette technique consiste a ajouter 37.5ul d’une solution de
phosphotungstate (pH 7.6) et 150ul d’une solution de Mgcl, 2M au 3 ml

de sérum. Aprés 30 min d’incubation a température ambiante, le
mélange est centrifugé a 4500 tr/min pendant 30 min a 20 C°.

Le surnageant est séparé du précipité qui contient les VLDL. Cette
fraction de lipoprotéine peut apparaitre ainsi sous forme d’une anneau a
la surface du tube. On ajoute ensuite 150pl de chacune des deux
solutions précédentes au surnageant séparé. Apres incubation et
centrifugation aux mémes conditions précédentes, le précipité obtenu
contient les LDL.

120 pl de sulfate de dextrane a 5% et 150 ul de Mgcl, sont ajoutes
au surnageant. Aprés une nuit d’incubation, le précipité obtenu par
centrifugation correspond a la fraction HDL,. Le pH du surnageant
voisin de 7.6 est ajusté a 5.4 par du Hel 1N, une précipitation immédiate

a lieu.

Apres centrifugation, le précipité contenant les HDL; est séparé du

surnageant qui correspond aux protéines plasmatiques solubles.

Pour minimiser la contamination des lipoprotéines par les protéines
plasmatiques, les 4 précipités sont purifiés. Les précipités contenant des
VLDL et les LDL sont solubilisés dans 1500pl de tampon tris salin (pH
7.6) et précipité ensuite avec 60 pl de sulfate de dextrane 0.05% et 75 pl
de Mgcl, (0.05 M).
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Apres une centrifugation, les précipités sont dissous dans 100 ul
d’une solution de potassium 0.5 M puis centrifugés. Les surnageants

obtenus correspondant aux fractions VLDL et LDL.

Le précipité qui contient les HDL, est dissout dans 980 pl de
tampon tris salin et reprécipité par addition de 98 pl de Mgcl, 2M.

Apreés centrifugation, le précipité est solubilisé dans 30 ul d’oxalate
de potassium 0.5 M et le surnageant contenant les HDL, est obtenue par
centrifugation.

Le précipité qui correspond au HDL; est solubilisé dans 98 pl
d’oxalate de potassium 1 M et le pH est ajusté au pH 9.5 par NaOH 1N.
le surnageant obtenu aprés centﬁﬁ;gation correspond a la fraction HDLs.

1-Détermination des teneurs en lipides de VLDL, LDL et HDL 3

Les concentrations des cholestérol, triglycéride et phospholipide sur
les différentes fractions des lipoprotéines sont déterminés par des Kits

enzymatiques décrite dans ce chapitre.
Les valeurs moyennes sont exprimées en g/1 .
2-Détermination des apoprotéines totales des VLDL, LDL et HDL, 3

Le dosage de protéines sur les différentes fractions de lipoprotéines

est réalisée par la méthode de lowry et al (1951).

Les valeurs moyennes sont exprimées en g/l .
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Matériels et Méthodes

V- ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne £ ES
(standard erreur). Aprés analyse de variance, la comparaison des
moyennes entre les diabétiques et les témoins est réalisée par le test « t »
de student. On utilise le test « t» indépendant pour comparer entre les
diabétiques et témoins d’une part et entre les diabétiques de type 1 et

type 2 d’autre part.

La valeur P est significativement différentes quand P<0.05 et

hautement significative quand P<0.001.

Tous les analyses sont réalisés a 1’aide d’un programme statistique
informatisé SPSS (chicago, 2001, USA).
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Résultats et Interprétation

I- Analyse des paramétres biochimiques chez la population étudiée

1- Dosage de glycémie et hémoglobine glycosylé

Les valeurs moyennes de glycémie (est de 0.78+ 0.03 chez les
témoins, 1.34+ 0.07 chez les DID et 1.51% 0.13 chez les DNID) et
d'hémoglobine glycosylé (est de 5.38+ 0.15 chez les témoins, 7.45+ 0.26
chez les DID et 8.06 + 0.34 chez les DNID) sont représentés sur la
figure 1.1 et la figure 1.2 respectivement.

Une augmentation trés significative de la glycémie a été
observée chez les patients diabétiques de type 1 et 2 par rapport au

témoins. Les mémes résultats ont été obtenus concernant 1'HbA,C.

2- Dosage des protéines sériques

Les concentrations d'insuline obtenue sont regroupées sur la
figure 1.3. Une diminution trés significative a été observée chez les
diabétiques de type 1 comparé aux témoiné. Par contre, une
augmentation hautement signiﬁc.ative a été notée chez les DNID.

Par ailleurs, les concentrations d'insuline sont significativement
augmentées chez les DNID par rapport au DID.

Concernant les concentrations des protéines totales (PT),
Figure 1.4 montre que les DID ont une diminution significative par
rapport au témoin. En revanche, les teneurs des protéines sont

significativement élevés chez les DNID que les DID.
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Figure I.1: Concentrations moyennes de la glycémie chez les différents groupes

étudiés. Les valeurs sont exprimées en g/l
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Figurel.2: Pourcentages moyennes d’hémoglobine glycosylé chez les Témoins,

DID et DNID. Les valeuys sont exprimés en %

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre :
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001

témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001

DID et DNID: # P< 0.05; ## p<0.001
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Figure 1.3:_Concentrations moyennes de I’insulinémie chez les Témoins, DID et

DNID. Les valeurs sont exprimées en uUL/m]l
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Figure L4: Concentrations moyennes des protéines totales chez les Témoins,

DID et DNID. Les valeurs sont exprimées en g/l

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre :
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001

témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001

DID et DNID: # P< 0.05; ## p<0.001
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3- Dosage des lipides sériques

Le profil lipidique en sérum est déterminé en mesurant les
concentrations du cholestérol total (CT), triglycéride (TG) et
phospholipide (PL).

La Figure 1.5 a indique qu'il y a une augmentation significative

de cholestérol total chez les DNID par rapport au témoins.

En parallele, les mémes résultats sont obtenus concernant la
concentration en TG. Ainsi , une augmentation significative chez les

DNID par rapport au DID. (Figure 1.6).

Par ailleurs, pour le taux circulant des phospholipides aucune

différence n'a été observée entre les différents groupes étudiés (Figure

1.7).
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Témoins DID DNID

Figure L5: Concentrations moyennes du cholestérol total chez les Témoins, DID

et DNID. Les valeurs sont exprimées en g/l

Témoins DID DNID

Figure 1.6:_Concentrations moyennes du triglycéride chez les Témoiné, DID et

DNID. Les valeurs sont exprimées en g/l

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre :
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001

témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001

DID et DNID: # P< 0.05; ## p< 0.001
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Figure 1.7: Concentrations moyennes du phospholipide chez les Témoins, DID et

DNID. Les valeuys sont exprimées en g/l

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre :

témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001
témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001
DID et DNID: # P< 0.05; ## p< 0.001
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II- Détermination des teneurs en lipides et en protéines des

différentes fractions de lipoprotéines sériques chez les

témoins et les diabétiques

1- Concentrations et composition des VLDL sériques

Aucune différence n'a été observée entre les DID et les témoins

concernant (CT, TG, PL) pour les fractions du VLDL.

Par contre, on observe une augmentation significative des
teneurs en TG et apoprotéines totales chez DNID par rapport aux

témoins respectivement (p < 0,05; p < 0,05).
Par ailleurs, les masses des VLDL augmente chez les

diabétiques mais cette augmentation reste significative chez les patients

de type 2.

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure 1.8.
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Figure 1.8: Concentrations moyennes en lipides (CT, PL,TG) et apoprotéines

(PT) des VLDL chez les Témoins, DID et DNID sont exprimées en g/l

Chaque valeur représente la moyennet ES. La comparaison significative entre :
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001
DID et DNID: # P< 0.05; ## p< 0.001.
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2~ Concentrations et composition des LDL sériques

Les valeurs en lipides et en protéines totales des LDL sont
représentées sur la figure 1.9.

Une augmentation significative des CT, et PL a été observée
chez les DID par rapport aux témoins. Par contre, une diminution

significative concernant les protéines totales.

Par contre, une augmentation significative des CT et TG a été
observée chez les DNID comparé aux témoins. De plus, une
augmentation significative du masse des LDL a été observée chez les

DID comparés aux témoins.

3- Concentrations et composition des HDI , sériques

Une diminution significative de CT, TG, PL, PT et la masse du

HDL2 a été observée chez les DNID comparés aux témoins. Les mémes
résultats concernant Ie (PL, PT et les masses) sont obtenus chez les DID.

Ainsi, la figure 110 représente quune augmentation
significative chez les DID par rapport aux DIND concernant les CT et
les PL.
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Figure 1.9: Concentrations moyennes en lipides (CT, PL.TG) et apoprotéines
(PT) des LDL chez les Témoins, DID et DNID sont exprimées en g/l.

Chaque valeur représente la moyennet ES. La comparaison significative entre :
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001
DID et DNID: # P< 0.05; ## p<0.001.
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Figure 1.10: Concentrations moyennes en lipides (CT, PL.,TG) et apoprotéines

(PT) des HDL., chez les Témoins, DID et DNID sont exprimées en g/l .

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre :

témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001
DID et DNID: # P< 0.05; ## p<0.001.
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4 — Concentrations et composition des HDL; sériques

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 1.11 une
augmentation significative de TG a été observée chez les diabétiques par

rapport a leurs témoins tandis que les PT sont significativement faibles

chez les diabétiques.

Aucune différence significative en masses des HDL; entre les

témoins et les diabétiques.
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Figure I.11: Concentrations moyennes en lipides (CT, PL,TG) et apoprotéines

(PT) des HDL; chez les Témoins, DID et DNID sont exprimées en g/l.

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre:
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001,
DID et DNID: # P< 0.05; ## p< 0.001.
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Discussion

Dans cette partie, on a déterminé les caractéristiques principales de
notre population sain et diabétiques de type 1 et type 2. Ainsi, on a
recherché les modifications biochimiques qui touchent les compositions

des transporteurs lipidiques sanguines.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs sériques en glucose
et en hémoglobine glycqué sont élevés d’une fagon trés signification
chez les diabétiques insulino et non insulino-dependants. Tandis que la
concentration d’insuline est significativement diminue chez les DID

comparés aux témoins.

Les résultats obtenus sont en accord avec d’autres études dont les
DNID ont des teneurs élevés en glucose, HbA;c et la concentration
basale d’insuline comparent aux témoins; avec un indice de masse
corporelle supérieur que 27 Kg/m2 de plus, la pression artérielle
diastolique et systolique ne montrent pas aucun modification entre DNID
et témoins. (154). Il est noté aussi que le risque cardio-vasculaire du
diabéte de type 2 augmente a partir d’une HbA;c de 6.2%, dont une
augmentation de 1% de HbAc s’accompagne d’une augmentation sur 10
ans de 10 — 11% de la mortalité cardiovasculaire (32,62).

L’élévation du glycémie et HbA c chez nos diabétiques de type 1 et
type 2 montre un dysfonctionnement métabolique. Ainsi 1’indice de
masse corporelle est significativement élevées chez les DNID comparée
aux témoins. Ces donnés sont identiques & celle de 1’étude du leonhardt
et al (104). Ainsi, Il est trouvé que 1’élévation en glucose et en HbA c est
plus prononcé chez les DID que les DNID. (104), (174).

L’indice de masse corporelle de notre DNID patients est plus
grands que celle de notre DID et normal individus. 1 est reconnu que
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1’obésité et le diabéte sont strictement associés ou ’incidence de diabéte

est généralement élevés chez la population obése.

En plus, les diabétiques non insulinodépendant présentent
généralement des concentration d’insuline plasmatique normales ou
méme élevés. Plusieurs études on proposé que I’hyperinsulinémie
responsable de ’association entre 1’obésité et I’hypertriglyceridémie ; ce
qui explique I’augmentation significative du TG plasmatique chez les
DNID en comparent aux témoins. Ot De plus, il existe une corrélation
modéré entre la glycémie a jeun et la concentration en TG, ainsi, il y a
corrélation significative entre le teneurs en glucose et I’hémoglobine
glycqué chez les deux groupes de diabétes, DID et DNID. (18).

Les teneurs sériques en TG et en cholestérol total sont
significativement élevés (P<0.05) chez les diabétiques de type 2 en
comparent aux témoins. Cependant, les TG chez DNID sont restent
significativement elevée (P<0.001) par rapport aux DID. Par contre, les
concentrations sériques en phospholipides ne montrent aucun

changement chez les diabétiques par rapport a leurs témoins.

Les résultats obtenus concernant les concentrations des triglycérides
et cholestérol sont en accord avec plusieurs travaux dont les
concentrations des TG et CT sériques sont significativement élevées
chez les diabétiques non insulinodependant comparant aux témoins.
(27,134,198).

D’autre étude présente une concentration des TG élevés chez les
DNID comparés aux témoins avec une concentration normale du CT.
(186).

51




Discussion

De plus, les résultats trouvés chez les diabétiques
insulinodépendants restent similaire aux diabétiques de (verroti et al.)
dont il n’y a pas de changement significatif entre les DID et les témoins
(210). Ce cas existe chez les diabétiques de type 1 bien contr6lé et

dépourvue des maladies cardiovasculaire et néphropathie. (9, 49).

Les modifications du métabolisme lipidique sont largement discuté
lors diabéte sucré. Ils sont supposés a participer dans la pathologie liée
aux athérosclérose (149), sachant que le risque des maladies coronaires
s’augmente de 2 a 4 fois chez les diabétiques (27, 146). Ainsi, le
dyslipidémie qui accompagne le diabéte contribue en exces a ce risque
ou plusieurs études on montré que le teneurs en TG est un facteur de
risque du maladies cardiovasculaires plus puissant que le cholestérol
(146).

Le mécanisme d’augmentation le TG peut étre due au élévation de
production du VLDL-TG qui due au plusieurs facteurs tel que 1’obésité
(1.

Néanmoins, nos malades ne présentent pas une surcharge pondérale
important mais 1’association entre obésité et diabéte peut intervenir dans

ce mécanismes. Ainsi, ’hyperglycémie du diabétique peut augmenter la
production hépatique des VLDL-TG (1).

De plus, on note que les IMC de nos diabétiques non
insulinodépendant sont plus grand que ceux de DID et de normales
individus.

Il y a donc une corrélation positive entre le teneur en TG sériques et
Pobésité (198) dont ’augmentation d’une unité d’indice de masse

corporellement s’oppose par une élévation de 5% du prévalence
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d’obésité (175). Ainsi, il y a une relation étroite entre le diabéte et
’obésité, dont I’incidence du diabéte est généralement élevée chez les
peuples obéses (18).

Concernant le teneur en phospholipides, il n’y a pas changement
entre nos diabétiques et les témoins. Ces résultats ont étre obtenus lors
I’étude de McEneny et al (115) tandis que d’autre étude montre un taux
de PL est significativement élevés chez les DID avec HbA;C< 8 % (9).

Dans notre études, on a mesuré, aussi, les composés des différentes
fractions lipoprotéiques chez nos diabétiques et leurs témoins pour
assurer nos connaissances sur les variations dues au diabéte de type 1 de

type 2 sur le métabolisme des lipoprotéines.

Plusieurs études ont montré que le métabolisme du lipoprotéines a
été altéré en diabétes sucré et cette altération est plus ou moins
prononcés avec des variations qualitatives et/ou quantitatives (18,
206,210).

Par ailleurs, nos résultats montrent une augmentation des teneurs en
cholestérols, TG, pL et apolipoproteines, au niveau de la fraction du
VLDL ; mais cette différence n’est pas significative que pour les TG et
PT des diabétiques non insulinodépendants respectivement (P<0.05,

P<0.05) comparés aux témoins.

Cependant, il y a une augmentation au niveau des masses des
VLDL et cette augmentation hautement significative seulement chez le
DNID (P<0.001).

De plus, les VLDL diabétique insulinodépendant avec un HbA;c <
8.8, ne présentent pas des changements significatifs en teneurs des TG et

cholestérol comparés aux témoins (9, 34).
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(Jeffrey et al (86a) rapporte que la surproduction de VLDL est
commun chez les diabétiques mémes s’il n’y a pas élévation de TG

plasmatique (86a).

L’un des déterminant d’hypertriglyceridémie est la surproduction
des TG-VLDL qui attribue a élever le flux des substrats, glucose et
acides gras libres au foie, ainsi a la résistance hépatique des effets
inhibitrices d’insuline sur la sécrétion des VLDL qui est réduit
significativement chez les obéses et les DNID patients (207). Cette
augmentation en VLDL-TG peut étre accompagnée avec une
surproduction des VLDL-apo B chez les DNID. (207), (186) et chez les
DID (40). Par contre, d’autres études montrent que les diabétiques ont
une faible concentration d’apo B-VLDL. (9).

Certains études suggérent que la surproduction des VLDL-TG peut
étre accompagné par surproduction des VLDL-apro-B en DNID (115)
avec et sans hypertriglyceridémie. (86a) malgré qu’augmentation 70%
des lipoprotéine riches en TG est due a ’augmentation de leurs nombres.
(207).

En plus, les VLDL représentent des altérations au niveau de la
distribution des apolipoprotéines dont [’association entre les
modifications chimiques et les altérations fonctionnelles des

apolipoprotéines a été demontré. (86). Cependant, il y a une

augmentation relative de apo E comparé au apo C. (207, 197). D’autre

changement en VLDL (composition) inclus la glycation des apo C et apo
E, ce dernier peut inhiber 1’attachement au récepteur B/E résultant
’altération du VLDL catabolisme. Ainsi, il est suggéré que la glycation
de apo CII cofacteur de LpL, peut contribuer a réduire 1’activation de la
lipoprotéine lipase (LpL). (207). Le peptide apo C inhibe aussi

54




Discussion

’assimilation hépatique de VLDL s’il est présente en large quantité.
(18).

De plus, les diabétiques de type 2 montrent une réduction en
clearance de VLDL lorsque le degré de glycémie est élevé (9, 207).
Cette déficience en catabolisme des VLDL reflete la réduction de
Pactivité lipolytique sur ces lipoprotéines en particulier le LpL.
Finalement, les VLDL de DNID patients ont des propriétés métaboliques
altérés avec augmentation I’accumulation cellulaire des lipides dans les

macrophages, ce qui contribue a former les cellules spumeuses. (207).

De plus les lipoprotéines riches en TG peut réduire la fixation
d’insuline sur ses récepteurs et augmenter les corps cellulaires des acides
gras qui sont dérivés de la lipolyse des lipoprotéines riches en TG ; ce

qui aggrave 1’insulino-résistance et conduit aux hyperinsulinémie.(186).

Concernant les fractions des LDL, les teneurs en cholestérol et pL
sont significativement augmentés chez les DID respectivement
(P<0.001, P<0.05) tandis que les DNID comparés aux témoins montrent
des teneurs élevés en cholestérol et triglycérides respectivement (P<0.05,
P<0.05). ainsi, il y a une différence significative entre les deux types de
diabetes au niveau de chol-LDL (P<0.05).

En parallele, Les diabétiques de type 1 montre une réduction
significatif des apolipoprotéine des LDL comparés aux témoins
(P<0.001). De plus, cette réduction en PT-LDL des DID est presque
significative en comparant avec DNID (P=0.05). Ainsi, au niveau de la
masse-LDL, on trouve que les diabétiques ont des masses plus élevés en
comparent aux témoins avec un élévations significatif de masse LDL
chez les DID (P<0.05).
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Les diabétiques étudiés par (Abrams et al ) (1) ne présentent pas un
taux élevé en LDL-cholestérol et ces résultats sont confirmés par
d’autres études chez les DID (149, 153, 170) et les DNID (12, 149, 170)
tandis que d’autres études ont montré qu’il y a une augmentation
significative des LDL-cholestérol chez les DNID (154) et chez les DID

(146, 173) comparés aux témoins.

En effet, ’augmentation du LDL-cholestérol est trés corrélée avec
la pourcentage de HbAic et principalement chez les diabétiques mal
controlés. (9, 146, 153) ainsi, il est associé avec un risque élevé des

maladies cardiovasculaires (30a).

Chez les DID, L’enrichissement de la classe des lipoproteines de
type LDL en phospholipides et en triglycérides est associée avec une
diminution significative en apolipoprotéines. Ces donnés sont en accord

avec nos propres résultats.

Cependant, I’élévation en masses des LDL est due a I’augmentation
de leur contenues en cholestérol, TG et PL. (135).

Néanmoins, les LDL de DNID sont enrichis en triglycérides avec
une augmentation du rapport cholestérol libre/lécithine comme aussi
chez les DID.(197, 207).

Les patients diabétiques présentent une altération en clearance des
LDL ainsi, il y a une manque d’affinité¢ de LDL aux leurs récepteurs apo
B/E. ce réduction de la clearance est due au insulinorésistance et/ou a
une déficience en insuline provoquant une diminution du catabolisme
des LDL a pour conséquence une augmentation significative de la durée
de vie des VLDL, des IDL et des LDL et entrainant une augmentation du
LDL-cholestérol. Cette augmentation en durée de vie des lipoprotéines

accroit leur risque d’oxydation et de glycation (207, 208).
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En effet, il existe au moins trois changements au niveau du LDL
des diabétiques de type 1 et type 2, le premier est la glycation non
enzymatique qui peut affecter plusieurs protéines quant exposent au

concentration élevée du glucose.

En plus, elle affecte les apolipoprotéines trouvés en les 3 majeurs
classes dont chaque glycation peut altérer le comportement métabolique.
Dans le cas des VLDL, il y a une augmentation de sa durée de vie.
Concernant les LDL, en plus au élévation de sa durée de vie;
I’élimination des LDL se fait d’une fagon pathologique par des

récepteurs entrainant la formation du cellules spumeuses (186).

Par ailleurs, la glycation de apo B a un effet significatif sur le
métabolisme de LDL dont la glycation de 2 & 5% de apo B peut réduire
le catabolisme du LDL de 5 a 25%. (207). Sachant que ’apolipoprotéine
B est un médiateur du récepteur de captation des LDL. La glycosylation
des apo B rend les particules des LDL plus athérogénique en augmentant
la formation des cellules spumeuses, 1’agrégation des plaquettes
sanguines et I’adhésion des molécules aux endothéliums. (184, 207).

Le deuxiéme changement est 1’oxydation des LDL dont
I’oxydabilité des IDL s’augmentent chez les DID et NDID a cause des
compositions lipidiques de LDL ou des quantités des antioxydants
présentes en LDL tel que le vitamine E, les caroténoides et les rétinoides
(149).

L’oxydation qui augmente en diabéte ne modifie seulement le
contenue du phospholipides en LDL mais aussi la chaine latérale des
acides aminés en apoprotéines B. ces modifications produisent des LDL
oxydés qui ne sont pas reconnaissable par les récepteurs classique des
LDL mais reconnu par ce qui on appelle macrophage scavenger
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récepteurs résultant la formation des cellules spumeuses. La dégradation
des LDL oxydés a été altérée conduisant a leur accumulation dans ces
cellules. Cette accumulation reste toxique chez cellules endothéliales
résultant des altérations en leur structures et fonctions. Ainsi, le LDL
oxyd¢é augmente 1’adhésion des monocytes circulés en 1’endothélium
augmentant aussi leurs migrations & l’intérieure d’intima vasculaire.
(184).

Ainsi, la LDL glycqué-oxydé reste immunogénique car elle stimule
le systéme immunitaire provoquant la formation du complexe anticorps-
lipoprotéine. Ce complexe est capté par les macrophages ce qui stimule
la formation des cellules spumeuses et la libération des cytokines (TNF
a, Il — 1) qui affecte ’endothélium et amplifier les processus
athérogéniques (184, 207).

Les teneurs en lipides et en protéines mesurés chez les deux
fractions de HDL montrent une diminution significative du HDL,-chol
chez les DNID (P<0.001), en plus une diminution en pL (P<0.001) et en
protéines totales (P<0.001). par contre, la sous fraction HDI; présente
du concentrations élevés en TG chez les DID (P<0.05) et DNID
(P<0.001), tandis que les apolipoprotéines totales sont diminués chez les
diabétiques comparés aux témoins.

On observe ainsi, une diminution significative du masse-HDL, des

diabétiques de type 1 et type 2 comparant aux témoins (P<0.001).

Il y a des études montrant des normales HDI -coholestérol chez les
DID (118, 149, 173 , 90) ou DNID (12, 27, 90, 149) tandis que d’autres
mentionnent des taux diminués en HDL-C chez les DID ou les DNID
(18,45,146,154, 118,207, 198, 186).
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Le particule du HDL est composé des sous fractions HDL, et HDL;
(198). Le particule de HDL, est le sous fraction dominante de HDL et
elle considere le responsable de réduction du HDL-C. (38), (146). Les
diabétiques de type 2 ont une concentration réduit du HDL, et une
concentration élevée du HDL; dont P’activité de lipase hépatique
diminue la concentration en pL et TG en HDL, et augmente la [PL] in
HDLs. (78). De plus, ’altération du clearence du VLDL et la faible
activité du LpL ont participé en diminuant la transformation du HDL; en
HDL,, ainsi le transfert du cholestérol est altéré en DNID ; ce qui inhibe
la production du EC par LCAT (207).

Chez les DNID, HDL-cholestérol est significativement diminué que
celle du DID et HDL-C du DNID est diminué en comparent aux témoins
(186). Le diabéte de type 2 est associé avec une diminution en [HDL-
cholestérol] reliant au diminution en fraction de HDL, (207). La
réduction en HDL, est liée au obésité et aux hypertriglyceridemie (207,
198) dont HDL-C est inversement corrélé avec la [TG]. (133), (205);
ainsi a résistance a insuline qui a une réle important en [HDL] chez les
DNID. La faible concentration de HDL, est due aussi a 1’augmentation
du catabolisme du HDL avec augmentation de [’activité du triglycéride
lipase hépatique (207).

Par contre, d’autre étude trouve que le HDL;-C diminue
significativement chez les DNID comparés aux témoins tandis que
HDL,-C augmente significativement et leurs somme n’est pas différente
27).

Donc les possibles mécanismes de réduction le HDL chez les

insulinorésistants incluent :
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1- Altération la lipolyse des VLDL, qui réduit le HDL pouvant
entraver le transfert des apoprotéines et les phospholipides des

lipoprotéines riches en TG au comportement du HDL.

2- L’échange entre EC-en HDL et TG en VLDL s’augmente par le
CETP.

3- Echange ’activité de lipase hépatique, qui inhibe la production
des apo Al (le majeur apoprotéine de HDL) et/ou la sécrétion hépatique
des HDL naissant (9) qui sont éliminés rapidement de la circulation
conduisant au faible concentration des HDL.(205), (38), (146).

Les différences trouvés au niveau du sous fractions du HDL chez
les précédentes études sont due aux nombreux facteurs tel qué ’age,
poids, sexe, degré de contrdle glycémique et la du ration du diabéte des
participants (146), ainsi aux régime alimentaire suivi (les habitudes
alimentaire), la consommation d’alcool, ’activité physique, aux facteurs
génétiques (46), (174) et les médicaments utilisés dans le traitement du
diabéte qu’ont un effet sur le teneur du HDL-C ( par exemple, le
traitement avec sulphonylureas est associé avec la réduction du HDL-C
dans le sérum). (198)

Il est montré que le HDL, est le sous fraction qui protége contre le
déve_lopperrient des athéroscléroses (198), (69) dont la concentration du
HDL-chol est un prédicateur important des maladies vasculaire dans les
générale population (118). Elle est cardioprotectrice (133), HDL peut
protéger contre 1’athérosclérose grace ses propriétés anti-inflammatoires
et antioxydants (10), en empéchant 1’oxydation des LDL dans le paroi
artérielle ou par l’inactivation des LDL oxydé par l’action de son
enzyme, paraoxonase, en inhibant le cuivre qui induit les peroxydes des
lipides en LDL.(78).
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Le risque des maladies cardiovasculaires s’augmente quand le

LDL
HDL-C

rapporte de- est supérieur de 5 (205).

De plus, HDL, a un rapport élevée du cholestérol/total apb A que

HDL; dont la moyenne des rapport —@A—f— est diminué
apo

significativement chez les DNID comparés aux témoins. Ce qui explique

le taux réduit du sous fraction HDL, protective chez les diabétiques.
(198).
Il est noté que apo A diminue chez les diabétiques DID et DNID;

cette diminution est significatif seulement chez les DID de 13 & 15%
(65).

La conformation du Apo Al peut jouer un réle fondamental.

Chez les diabétiques en cas d’hyperglycémie, le processus du
transport reverse du cholestérol a été altéré in vitro par la glycosylation
du HDL surtout la glycosylation du HDL; ce qui affecte I’abilité

fonctionnel de son site a fixer sur les cellules en induisant 1’efflux

intracellulaire du cholestérol.

En plus, chez les diabétiques de type 1, il y a un transfert accéléré
du EC de HDL aux lipoprotéines contenant apo B. cette accélération
peut étre due 4 I’augmentation en activité du CETP et/ou sa masse. Ainsi
la réduction de 1’activité du lipase hépatique est rapportée in diabéte type
1 dont ’enzyme a une affinité altéré pour la sous fraction glycosylée.
Cela conduit aux des changements dans la composition des
lipoprotéines. Ces modification chimiques résultent an altération en la

fonctionnement des apolipoprotéines ce qui touche [P’activité
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fonctionnelle des HDL au niveau des reconnaissances des récepteurs,

’activation des enzymes et I’attachement des lipides (86).

- En effet, la structure du HDL peut déterminer par sa composition et
sa taille sachant que n’importe quel changement dans la structure du
HDL a des effets majeurs sur son métabolisme. Dans ce sens, la
composition du HDL peut affecter directement le transfert du cholestérol
estérifiée aux lipoprotéines riches en apo B ou peut influencer aussi le
sens du cholestérol entre les cellules et les lipoprotéines. Ainsi, altération
des activités des lipases, protéines affecte fortement la maturation et la
transformation du HDL et anormalité en régulation le métabolisme du
TG par LpL et HL peut réduire le teneur en HDL et élevant le risque des

 maladies cardiovasculaire. (86,133).

Par ailleurs, les protéines de transfert I’ester du cholestérol (CETP)
et les protéines de transfert le phospholipides (PLTP) jouent des r6les
importants dans le métabolisme du HDL (133, 154).

CETP catalyse le transfert de EC, TG et PL entre HDL et les
lipoprotéines riches en apo B (VLDL, IDL, LDL) et ces processus induit
un échange hétérogéne avec TG. (33), (154).

L’activité de CETP est réduit chez les DNID comparés aux témoins
(212).

Cependant, PLTP facilite le transfert de PL entre les lipoprotéines.
Ainsi, il est capable de convertir HDL; aux petite et large HDL, (154) ;
sachant que HDL, se forme pendant la lipolyse du VLDL par LpL et en
présence de HDL; (21) dont le LCAT reste le principal enzyme qui
convertie HDL; au HDL, (50). HDL peut réagir comme an initial
accepteur de cholestérol libre de les cellules et fournit le substrat
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primaire de LCAT. PLTP est capable aussi & augmenter le transport de
CE par CETP entre les HDL reconstitué et les VLDL. (69).

Il est trouvé une augmentation significative de 1’activité
plasmatique du PLTP chez les diabétiques de type 2 qui est en relation a
I’augmentation du taux plasmatique en TG (96), (154). Ainsi, il est
trouvé que le teneur du PLTP est corrélé positivement avec la glycémie
et le pourcentage de HbA ¢ (45).

Enfin, pour augmenter la concentration du HDL-cholestérol, il faut
changer le style de vie en améliorant le contrdle glycémique, en
augmentant les activités physiques, cesser de fumer les cigarettes et

réduire le poids du corps (205).

A la fin, la dyslipidémie chez les diabétique est caractérisé par des
anomalies affectant la structure, le métabolisme et 1’activités biologiques
de tous les lipoprotéines athérogénique contenant apo B 100 (VLDL,
IDL, et LDL) et les lipoprotéines antiathérogénique contenant apo Al
et/ou apo AIl (HDL). Ces anomalies incluent la dysfonctionnement du
HDL et LDL en plus a la glycosylation des apo B et Al (33).

En effet, I’insuline joue un role essentiel dans le métabolisme des
lipides, en intervenant a plusieurs niveau. Dans le tissue adipeux, elle
inhibe 1’action de la lipase hormono-sensible favorisant le stockage des
graisses dans les adipocytes et réduisant le déversement d’acides gras
libres dans la circulation. Elle freine, par un effet direct la production
hépatique de VLDL. Par ailleurs, I’insuline est un puissant activateur de
la lipoprotéines lipase, favorisant ainsi le catabolisme des lipoprotéines

riche en triglycérides (chylomicrons et VLDL).

L’insuline facilite aussi le catabolisme des LDL par une action

directe sur les récepteurs des LDL. De plus, I’insuline intervient dans le
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métabolisme des HDL en activant le LCAT, en réduisant 1’activité de la
PLTP et en modulant I’action de la lipase hépatique. (208), (146), (18).
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CHAPITRE II

Effets des acides gras polyinsaturés N-3 et N-6 sur la
lymphoprolifération, la sécrétion d’IL-2 et la composition en
acides gras des membranes des lymphocytes T
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Introduction

es affections du systéme immunitaire sont les facteurs majeurs
contribuant aux infections qui restent des complications fréquentes
chez les diabétiques. (32), (107), (89.) (132).

Généralement, les infections humains les plus importantes sont associés
a une déficience nutritionnelle (42) car les nutriments peuvent moduler les
actions du systtme immunitaire et affectent les résultats cliniques, et ceci
constitue un issue trés important de la pratique clinique et la santé publique
(64)., En phis, les lipides jouent un role important dans le fonctionnement
physiologiques et pathologiques des cellules du systéme immunitaire.(63),(75)
dont les acides gras peuvent moduler le systéme immunitaire par plusieurs
mécanismes en réduisant la lymphoprolifération, la synthése des cytokines et
I’expression des récepteurs sur les lymphocytes. (42), (218),(169).

Dans les derni¢res années, il y a une grande importance aux effets des
différentes types des acides gras sur le systéme immunitaire principalement les
acides gras polyinsaturés (AGPI) (137) (168) dont I’intérét en acides gras n-3
a été commencé depuis 1970 avec des études en Eskimeux. Ces études ont
montré que ce peuple nourrit d’un régime riche en lipides, cholestérol et
acides gras polyinsaturés de type ©-3, ont une petite incidence des maladies
cardiovasculaires. (147), (76),(88). De plus, selon ces études chez les Danois,
AGPI ®-3 ont montré aussi un effet antiathérogéne en diminuant les
concentrations du cholestérol, LDL-cholestérol, triglycérides , et chylomicrons
(66).

De ce fait, AGPI ®-3 ont un potentiel effet thérapeutique pour les
maladies inflammatoires (26) (179), et pour réduire les maladies
cardiovasculaires. (108) ainsi, augmentent 1’absorption du Ca** au niveau du
moelle osseuse (97).

L’huile de poisson riche en AGPI -3 (DHA et EPA) diminue le taux
des TG, tandis que son impact sur le taux du cholestérol est variable. En plus,
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EPA spécialément est corrélé positivement avec les changements au niveau du
HDL- cholestérol et négativement avec I’hypertension (176).

D’autre part, la quantité et le type des lipides ont une influence
importante sur les lipides plasmatiques et les lipoprotéines d’ou les lipides
sont des facteurs de risques associés avec la plupart des maladies. (176),(212).

En effet, AGPI n-3 ont des actions cytoprotectives et cytothérapeutiques
(166) et jouent un rdle bénéfique dans la prévention et le traitements de
certaines maladies tel, arthrite, maladies auto-immunes, diabétes
(13),(181),(134),(141), hypertension (121,72,176), désordres dermatologiques
(28,91) et cancers (13), (79).

En plus, AGPI n-3 ont des propriétés hypolipidémique(91, 28),
anti-inflammatoires  (64), (72), (176), anti-thrombotiques et anti-
rhumatoidiques (85), (213), (148), vasodilatateurs et anti-agrégateures des
plaquettes sanguins (72),(176),(201), ainsi, améliore la neuropathie
périphérique et la néphropathie en diabete, (72), (194), (201).

Par ailleurs, AGPI n-3 en particulier DHA, sont des composés essentiales
pour la croissance et le développement fonctionnel du cerveau chez I’enfant et
aussi, chez I’adulte il améliore le capacité d’apprendre (148), (72), (83), (147),
(30), (142), (50). Pour cela, le FAO a recommandé que 1’acide arachidonique
(AA) et I’acide docosahexaenoique (DHA) doivent étre présentes dans la
formule de lait d’enfance d’une quantité équivalente a celle trouvé chez le lait
maternel (164). Dans I’organisme, le transport des AA se fait par I’albumine
sérique ou les lipoprotéines (200). '

Par contre la supplementation d’une concentration élevée d’AA est
indésirable car il est responsable d’une groupe de maladies appelés les
maladies d’ouest tel les maladies cardiovasculaires, les maladies
inflammatoires, cancer et certains maladies psychiques ( dépression) (79),
(82), (99).
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Par ailleurs, les AGPI tel AA, DHA, EPA sont trés importants pour
plusieurs fonctions biochimiques et physiologiques, dont la synthése d’AA et
EPA avec DHA se fait in vivo par de saturation et élongation de 1’acide

linoleique et I’acide « — linolénique respectivement (144).

Les acides AA et EPA sont les précurseurs des produits métaboliques
connu par des eicosanoides (prostaglandines, thrombroxanes et leukotriénes).
L’ AA est le précurseur de série 2 de prostanoides (prostaglandines et
thromboxanes), et le leukotrienes de série 4. Par contre EPA est le
précursseurs des prostanoides de seérie 3 et les leukotrienes de série 5. (179),
(196), (64).

En général, les eicosanoides formés par AGPI n-3 sont biologiquement
moins active que celles formés par AGPI n-6. (5), (64), (73).

En effet, les prostaglandines (PG) exercent une grande action sur les
fonctions des cellules comme des hormones locales, ainsi ils peuvent présenter
simultanément des actions cytoprotectives et genoprotectives (162).

Pour cela, 1’équilibre entre AGPI n-6 et AGPI n-3 et la régulation de la
production des eicosanoides par I’alimentation des acides gras reste le
domaine de recherche la plus important pour la future. (176).

Les mécanismes impliqués dans la développement du diabéte sucré par
les acides gras n’est pas complétement claire. (151). Il est suggeére que le
diabéte sucré résulte des altérations significatives dans la composition en
acides gras membranaire des lymphocytes T, qui jouent un role central dans
initiation, et la régulation des répdnses immunitaires, ce changement peut
altérer la fluidité membranaire, la distribution des récepteurs, et les fonctions
de ces cellules. (180).

En effet, la composition en acides gras du membrane cellulaire reste un
facteur important qui peut influencer I’action d’insuline sachant que les
propriétés physicochimique de cette membrane sont largement déterminés par
la nature des acides gras dans les phospholipides qui peuvent influencer la
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réponse des cellules aux hormones, par exemple, il est démontré que
’augmentation du contenu membranaire en AGPI peut augmenter la fluidité
membranaire et le nombre des récepteurs d’insulines ainsi que I’action
d’insuline (125), (40). |

Les altérations fonctionnelles et membranaires des lymphocyte T au
cours du diabete, nous nous somme proposé d’essayer a évaluer Ieffet de
chaque acides gras polyinsaturés seul ou combinés (DHA, EPA, AA) sur la
lymphoprolifération des cellules T, la production d’IL-2 et sur la composition
en acides gras au niveau des différents fractions membranaires (PL, TG, EC)
chez les témoins et les diabétiques de type 1 et type2.
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Matériels Et Méthodes

I- prélévement sanguins

Les prélévement du sang se font & jeune et ceci au niveau de la

veine du pli du coude de notre population précisément décrit en
chapitre L. |

Un volume de 10 ml du sang est recueilli dans un tube hépariné
(héparinate de sodium 40pl / 10 ml du sang ). (les expériences se

déroulent dans des conditions strictement stériles) .

II- Isolation et viabilité des lymphocytes

La méthode d’isolement des lymphocytes est une adaptation de la
méthode décrit par Hay et Westwood (2002). Cette méthode consiste a
mettre dans un tube stérile, 20 ml du sang dilué au moitié par une
solution saline équilibré de Hank sur 10 ml d’isolymph (Norway); qui a
une densité élevée que celle de lymphocyte ; et sans mélanger les 2

phases.

Aprés une centrifugation & 800g pour 20min, la couche supérieure
correspondant au plasma a été éliminé par une pipette de pasteur stérile
ensuite les lymphocytes sont récupérés sous forme d’un anneau a
’interface d’isolymph dans un autre tube. Le lavage des lymphocytes se
fait 3 fois en ajoutant 10 ml du solution de Hank et centrifuger a 250 g
pendant 15 min.

Le culot obtenu du derniére lavage est dissout dans 1 ml du milien du
culture RPMI (1640) contenant (2mM de L—glutamine, 20mM Hepes,
10% fetal calf serum, 200pg/ml de gentamicine comme un antibiotique
et 25ug/ml d’amphotericine B comme un antifongique).
Pour tester la viabilité des cellules isolés, on procéde comme suit:

Un volume de 25ml du suspension cellulaire est mélangé avec
100ul d’une solution de bleu trypane 0.4 %; colorant permettant de
distinguer les cellules vivantes et la numération cellulaire est effectude
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sur le chambre de cunningham (witeg co., Allemagne) ensuite, la
concentration des lymphocytes a été ajustée a 2x10° cellule/ml. (2).

III- culture in vitro des lvymphocytes

La prolifération des lymphocytes est un technique in vitro
généralement utilisé pour évaluer 1'immunité cellulaire 0% nombreuses
substances sont utilisés pour estimer 1’activation et la prolifération des
lymphocytes. (167)

La culture est réalisé sur une plaque Elisa de 96 puits a fond plat en
ajoutant 150pl d’une suspension cellulaire ajustée aux 2x10° cellules/ml
et 30pl de chaque substance a tester et le volume est complété a 300ul
(volume final/puit ) par le milieu du culture RPMI 1640 (Applichem
GmbH, Darmstadt).

La plaque est incubé a 37°c dans un atmosphére dhumidité de 95% et
5% CO2 pour (72 heures) .

IV- détermination de la prolifération lvmphocytaire par la
méthode de MTT

Cette méthode colorimétrique est basé sur la capacité des enzymes

mitochondriales dans les cellules vivantes de transformer. les sels de
tetrazoluim ( couleur jaune ) en produits de formazan ( couleur bleu )

La solution de MTT ( 3-( 4,5-dimethylthiazol -2-y1)-2,5 diphenyle
tetrazoluim bromide ) ( sigma , USA ) est préparé en dissolvant 5 mg de
MTT en 1 ml de tampon phosphate saline (pH 7.2) puis filtrée et
stérilisée dans un filtre a membrane de 0.20 pm. (cette solution se gardé
en 4°C a 1’obscurité ).

A la fin de I’incubation des lymphocytes, 10ul d’une solution de
MTT sont ajoutés & 100 pl du milieu pour chaque puit ; ensuite incuber
la plaque a 37°C, 5% CO2 pendant 4 heures .
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A la fin de la période d’incubation, on centrifuge la plaque a 90g
pendant 10 min et puis on élimine le milieu en inversant rapidement la
plaque, aprés ¢a, on ajoute 100ul d’isopropanol acide
( 0.04N Hcl/isopropanol ) pour dissoudre Ie produit de formazan bieu.

La lecture de densité optique se fait par lecteur Elisa a 580 nm (130),
(167).
L’indice de prolifération est calculé comme suit :

Densité optique du cellules stimulés

PI=
Densité optique du cellules non stimulés

V- Détermination des paramétres nécessaires a la

prolifération lvmphocyvtaire

1-Evaluation de la concentration du Concanavaline A

Afin d’optimiser la prolifération des lymphocytes dans une culture
in vitro, on a testé des différentes concentrations de con A (0-10-20-30-
40-50-60 pg/ml).

Le méme protocole de prolifération des lymphocytes est utilisé.

La méthode de MTT est utilisée pour déterminer 1’indice de

prolifération.

2-Evaluation de la concentration d’insuline

la concentration optimale d’insuline ( Monotard®HM, Novo

Nordisk, Denamark) a été déterminé en mesurant 1’indice de
prolifération aux différentes concentrations d’insuline (0-5-10-20-30-40-

50 pg/ml) et 30 ug/mi de con A.
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3-Evaluation de la concentration de DHA

Afin - de déterminer 1’effet du concentration de 1’acide
docosahexaénoique sur la prolifération cellulaire, on fait réagir des
différentes concentrations du DHA (0-5-10-20-30-40-50-60 pM) avec
150p] d’une suspension cellulaire et 30 ul de con A.

A la fin de I’incubation des lymphocytes (72 heures), 10ul d’une
solution de MTT sont ajoutés a 100 pl du milieu pour chaque puit;
ensuite incuber la plaque a 37°C, 5% COz2 pendant 4 heures .

A la fin de la période d’incubation, on centrifuge la plaque a 90g
pendant 10 min et puis on élimine le milieu en inversant rapidement la
plaque, aprés ¢a, on ajoute 100ul  d’isopropanol  acide
( 0.04N Hcl/isopropanol ) pour dissoudre le produit de formazan bleu.

La lecture de densité optique se fait par lecteur Elisa & 580 nm

L’indice de prolifération est calculé comme il est décrit précédemment.

VI- Détermination Pinfluence de différentes acides gras

polvinsaturés sur la prolifération du lvmphocyte T

Les lymphocytes T sont incubés en présence ou non de 30ul con A
(30pg/ml), 30pul d’insuline (20pg/ml) et/ou des acides gras polyinsaturés
de la série n-3; l'acide docasahexaénoique (DHA) et l'acide
eicosapentaénoique (EPA) et de la série n-6; l'acide arachidonique
(AA) ; a des concentration finales de 40uM afin d'évaluer leurs effets sur
la prolifération des lymphocytes

Les acide gras sont additionnés aux milieux de culture d’une fagon

individuel ou combinée comme suit :
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Puit 1 : 150 pl lymphocyte + 150 pl RPMI 1640
puit 2 : 150 pl lymphocyte + 30ul con A + 120 ul RPMI
Puit 3 : 150 pl lymphocyte+ 30 ul con A +30 pl insuline + 90 pl RPMI
Puit 4 : 150 pl lymphocyte + 30 pl con A + 30 pl DHA + 90 pl RPMI
Puit 5 : 150 pl lymphocyte + 30 pl conA +30 pl EPA + 90 pl RPMI
Puit 6 : 150 pl lymphocyte + 30 pl con A +30 pl AA + 90 pl RPMI
Puit 7 : 150 ul lymphocyte +30 ul con A +30 ul (40 pM DHA + 40 uM
EPA)+ 90 pl RPMI -
Puit 8 : 150 pl lymphocyte + 30ul con A + 30 pl (40 uM DHA +

40 pM EPA)+30 pl insuline +60 pl RPMI
Puit 9 : 150 pl lymphocyte + 30 pul con A + 30ul (40 pM DHA +

40 uM EPA+ 40uM AA) + 90 pl RPMI
Puit 10 : 150 pl lymphocyte + 30 pl con A + 30 pl (40 pM DHA +
40 uM EPA+ 40 uM AA)+ 30 pl insuline + 60 pl RPMI

La plaque est incubé 2 37 ° C, 5% CO2 pendant 72 heures..

A la fin du période d’incubation, 100pul de chaque puit se transfert & une
autre plaque pour testé I’indice de prolifération par la méthode de MTT
Le reste des cellules de la premicre plaque a été collecté apres le lavage
du plaque 3 fois en milieu de culture RPMI (1640) .

Ensuite, on centrifuge a 1000 g pendant 10 min pour séparer le culot qui
contient les lymphocyte du surnageant qui contient I’'JL-2 .

Remarque : chaque essai a été répété 3 fois.

VI1.1- Dosage d’interleukine 2 ( IL.-2) dans le milieu du culture :
Ce dosage se fait selon le protocole du Kit ELISA (euroclone LTD,
UK). | |
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Le principe consiste & adsorber les anticorps polyclonal spécifique
au II-2 sur les puits du plaque et puis les blancs , les étalons et les
échantillons sont additionnés a leurs puits appropriés

Au cours de la 1%° incubation, I’'IL-2 sont et les anticorps
monoclonals conjugués a la biotine spécifique au IL-2 simultanément
incubés. Aprés le lavage, on ajoute I’enzyme de streptavidin —
peroxydase.

Aprés P’incubation et le lavage, qui élimine tout les enzymes non
liées, une solution de substrat est ajoutée pour réagir avec les enzymes
liés, ce qui donne un produit coloré ou son intensité est proportionnelle a
la concentration d’interleukine-2 présente dans I’échantillon .

Le protocole de travail est réalisé comme suit :

1- ajouter 100ul de la solution du blanc; étalons, échantillons
(surnageant du milieu de culture ) dans leurs puits appropriés .

2- ajouter 50pul de la solution du anticorps conjugué aux biotines
dans chaque puit; ensuite recouvrir et incuber la plaque pendant
une heure a température ambiante .

3- le lavage du plaque se fait 3 fois par une solution de lavage .

4- mettre 100ul de la solution du streptavidine-HRP a chaque puit

5- recouvrir et incuber pendant 30 min & température ambiante .

6- faire le lavage pour 3 fois

7- ajouter 100 pl d’une solution de substrat ( TMB ) dans chaque puit
et incuber dans I’obscurité pour 15 min a température ambiante .

8- a la fin d’incubation, ajouter 100pl de H2SO4 (6 N) pour arréter la
réaction enzyme — substrat .

9- la lecture de DO se fait dans le lecteur d’Elisa & 450 nm.

10-la concentration d’IL-2° est déterminé a l'aide du courbe

d’étalonnage.
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V1.2-Composition en acides gras des phospholipides, triglycérides

et esters de cholestérol membranaires

Les lymphocytes T obtenus de la centrifugation servent a
déterminer la composition en acides gras des PL, TG et EC
membranaires , I’extraction des lipides se fait selon la méthode du
Bligh et deyer (1959) dont les débris membranaires sont
homogénéiser avec une solution de chloroforme / méthanol /Nacl 2 M
( 1/1/0.9,V/V/V) avec 0.01 % ( P/V) BHT comme un antioxydant.

La phase de chloroforme qui contient les lipides est aspiré.

La séparation des lipides totaux se fait par chromatographie sur
couche mince (CCM) unidimensionnel.

Cependant, I’extrait lipidique est déposé sur la plaque du gel de
silice (G 60, Merck, Allemagne) et la migration se fait grace a un
mélange d’hexane, éther diéthylique et acide acétique
(90/30/1,V/IV/IV) .

Apreés la migration, la révélation se fait grace aux vapeurs d'iode.
Chaque fraction a été gratté et récuperes dans un tube en verre.

La détermination du composition en acide gras de chaque fraction se
fait par la chromatographie en phase gazeuse ( CPG).

Pour cela, on ajoute a chaque fraction 50ul d’étalon (acide
heptadécaénoique C17:0 dilué dans le benzéne a 2 mg /ml ).

les acides gras sont saponifiés grace 1’addition de 1 ml du NaOH

méthanolique 0.5 N et les incuber & 80 °c pendant 15 min.

Aprés refroidissement; les acides gras sont méthylés par 2 ml de

bromotrifluoromethanol (BF3) et les incuber a 80°c pendant 15 min.
Aprés refroidissement; on ajoute 2ml de Nacl saturé (35g/100ml H,O).
L’extraction des différentes acides gras se fait par 2 ml d’hexane.
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L’extrait d’hexane est concentré par un courant d’azote puis injecter
dans I’appareil du chromatographie en phase gazeuse qui est équipe avec
un colonne capillaire de 30m de longueur et 0.25 mm de diameétre
interne, rempli du omegawax 250 (supelco, PA)

L’identification des acides gras est réalisée par comparaison de
leurs temps de retention avec ceux de standard (supelco, PA).

La surface de pic d’acide gras est proportionnelle a sa quantité.

VI- ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + ES
(standard erreur). Aprés analyse de variance, la comparaison des
moyennes en intra et intergroupe chez les diabétiques et les témoins est
réalisée par le test « t» de student. On utilise le test « t» indépendant

pour comparer entre les diabétiques et les témoins d’une part et entre les

diabétiques de type 1 et de type 2 d’autre part.

La comparaison des différentes incubations dans la méme groupe

avec leur témoin (intragroupe) se fait avec paired « t » test .
La valeur P est significativement différentes quand P<0.05.

Tous les analyses sont réalisés a I’aide d’un programme statistique
informatisé SPSS (Chicago, 2001, USA).
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I- Détermination de quelques paramétres de culture des

lymphocytes

1- Optimisation de la concentration en con A

Pour évaluer I'effet de la con A sur la prolifération des lymphocytes
T, nous avons fait incuber ces lymphocytes a différentes concentrations
de con A (0-10-20-30-40-50-60 pg/ml).

L'évolution de l'indice de prolifération (PI) en fonction de la

concentration de con A a été représentée sur la figure IL.1.

Cette figure indique que PI augmente proportionnellement avec la
concentration en mitogéne jusqu'a atteindre un maximum pour une
concentration en con A de 30pg/ml; au-dela de cette concentration la PI

diminue.

2- Optimisation de la concentration en insuline

Nous avons étudié ainsi l'influence des différentes concentrations
en insuline sur la prolifération cellulaire des lymphocytes T (0-5-10-20-
30-40-50 pg/ml).

~ les résultats obtenus sont représenté sur la figure I1.2. Ces résultats
ont montré que l'indice de la transformation lymphocytaire augmente au
maximum avec une concentration d'insuline d'environ de 20pg/ml puis

il commence a se stabiliser.
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Figure IL.1: Effet de la concentration en con A sur Pindice de la
prolifération (PI) des lymphocytes T
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Figure I1.2: Effet de la_concentration en insuline sur P’indice de la

prolifération (PI) des lvmphocytes T
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3- Optimisation de la concentration en acide docosahexaénoique

L'effet de la concentration en acide docosahexaénoique (DHA) sur
l'indice de prolifération du lymphocyte T est étudié en effectuant des
essais a diverses concentrations en DHA (0-5-10-20-30-40-50-60 uM).

La figure I1.3 montre que I'acide docosahexaénoique diminue le PI
et cette diminution est plus marquée quand la concentration de DHA

s'éléve jusqu'a arriver a l'inhibition maximale avec 60 uM.

On a choisi une concentration en DHA de 40uM, qui nous permet
d'observer l'influence des acides gras polyinsaturés sur le PI et en méme
temps nous permet d'obtenir un amas cellulaire considérable pour les

ultérieures expériences.
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[DHA] (uM)

Figure I1.3: Effet de la _concentration en acide docosahexaénoique

sur ’indice de la prolifération (PI) des lymphocytes T
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II-Détermination de l'indice de prolifération lymphocytaire

par la méthode colorimétrique MTT

Dans cette partie, l'activité proliférative des lymphocytes (T) des
témoins et diabétiques (type 1 et 2) a été déterminé en présence ou
absence du con A, insuline, acide docosahexaénoique (DHA), acide
eicosapentaénoique (EPA) et l'acide arachidonique sous forme individuel

ou combiné.

1- Evaluation de la prolifération basale des lvmphocytes T

La figure I1.4 montre qu'il n'y a pas une différence significative
entre les PI des témoins et diabétiques de type 1 et 2 dans la culture

initiale des lymphocytes T (en absence d'agent mitogéne).

2- Effet de la con A sur la lvmphoprolifération

L'addition du con A au milieu de culture permet d'augmenter
significativement les indices de prolifération chez les témoins et les deux
types de diabetes (P < 0.05) comparés aux ceux en absence de con A
(tableau I1.1).

La comparaison entre différents groupes montre que le con A
augmente le PI des témoins a 29 fois puis les DNID a 22 fois et les DID

a 14 fois que celle de culture basale.
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Figure Il.4: _Valeurs moVennes de l’indice de la_ prolifération (PI) des
lvmphocytes T dans la culture initiale chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Tableau IL.1: Effet de la con A sur la lymphoproliferation

Sans con A Avec con A
Témoins 0.087+0.007 |2.53+0.21 *
DID 0.083+£0.007 | 1.3£0.04 *
DNID 0.075+£0.006 | 1.66+0.12 *

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).

+#

Témoins - DID DNID

Figure I1.5: Effet de la con A sur Pindice de prolifération (PI) des lymphocytes
T chez les témoins, DID et DNID :

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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3- Effet d'insuline sur l'indice de prolifération

Une augmentaﬁon significative du PI a été observé chez les
DNID et les témoins lors 1’addition d’insuline en milieu de culture
comparé 2 puit 2 (avec con A).

Les résultats obtenus sont représentés sur le tableau II.2.
La figure I1.6 montre une différence significative entre les diabétiques et
les témoins dont I’insuline stimule la lymphoprolifération a 26 % chez

les témoins, 22 % chez les DID et 19 % chez les DNID.

4- Effet du AGPI n-3 sur la prolifération lymphocytaire

L’incubation des lymphocytes T avec les acides gras polyinsaturés
de série n-3 inhibe I’indice de prolifération & des degrés différents, dont
la grande inhibition est observée avec EPA (47 %) et DHA (19 %) chez
les témoins tandis que chez les DID, I’inhibition avec EPA est 26 % et
avec DHA est 9 %, ainsi, les DNID montrent une grande inhibition avec
EPA (39 %) puis DHA (13%) comparé aux cultﬁres sans acides gras
(puit 2). |

Le tableau I1.3 montre que 1’addition d’EPA au milieu de culture
inhibe significativement 1’indice de prolifération chez tous les groupes
des témoins, DID et DNID en comparant 3 leurs correspondances
dépourvue du EPA (puit 2) tandis que I’addition du DHA inhibe
significativement le PI chez les témoins. De plus, une différence
significative a ét¢ observée chez les témoins et les diabétiques ainsi que

entre les DID et les DNID avec I’incubation du DHA. Par contre, avec
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EPA une diminution significative de PI a été observé chez les
diabétiques comparés aux témoins. Les résultats obtenus sont représentés

sur la figure I11.7.
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Tableau IL.2: Effet de ’insuline sur la lymphoprolifération

+ con A + Insilline Degré de stimulation (+)
Témoins 2.5340.21 3.2+0.25 * +26%
DID 1.3+0.04 1.59+0.59 +22%
DNID 1.66+0.12 1.98+0.11 * +19%

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).

Témoins

DID

DNID

Figure I1.6: Effet de ’insuline sur ’indice de prolifération (PI) des lymphocytes

T chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Tableau I1.3: Effet du AGPI n-3 sur la lvmphoprolifération

+ con A |+DHA +EPA Degré Degré
d’inhibition | d’inhibition
(-) par (-) par EPA
DHA
Témoins 2.53£0.21 | 2.05£0.15* | 1.33+0.08* |-19% -47%
DID 1.3+£0.04 1.18+0.05 0.95+0.04* | -9% -26%
DNID 1.66+£0.12 | 1.45+0.07 1.01+0.06* |-13% -39%

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les

-différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).

Figure 11.7:
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Effet du DHA et EPA sur Pindice de prolifération (PI) des

lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne £ ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent ¢t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.
#p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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5- Effet du AGPI n-6 sur la prolifération lymphocytaire

’addition d’acide arachidonique (AA) au milieu de culture inhibe
significativement la réponse proliférative chez tous les groupes de
témoins et des deux types de diablte comparé a ceux sans acides gras
(puit 2). Les résultats obtenus sont représentés sur le tableau I1.4.

La figure 1.8 montre que la réponse de prolifération cellulaire est
significativement différente entre les témoins et les diabétiques de type 1
et de type 2 dont cette différence n’apparait pas entre les deux types de
diabéte.

Il est noté que ’AA inhibe le PI du témoins é 37 %, du DNID a
29 % et du DID 4 18%. |

6- Effet du AGPI n-3 combiné et du AGPI n-3 et n-6 combiné sur

Pindice de prolifération

la combinaison entre EPA et DHA inhibe significativement le PI
chez tous les groupes étudiés comparés au celle en absence d’acides gras
 (puit 2). Le méme effet a été observé avec la combinaison entre
AGPIn-3 et AGPI n-6.
Les résultats obtenus sont représentés sur le tableau ILS.
De plus, une diminution signiﬁcative du PI a été observé chez les

diabétiques de type 1 et 2 par rapport aux témoins. (Figure I1.9).
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Tableau IL.4: Effet du AGPI n-6 sur la lvmphoprolifération

+ con A + AA Degré d’inhibition (-)
Témoins 2.53+0.21 11.6%0.05* -37%
DID 1.3£0.04 1.0620.04* -18%
DNID 1.66+0.12 1.17+0.07* 229%

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).

Témoins

DID

DNID

Figure IL8: Effet du AA sur P’indice de prolifération (PI) des lymphocytes T

chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Tableau I1.5: Effet du AGPI n-3 combiné et AGPI n-3

et n-6 combinés sur la

prolifération des lymphocytes T

+ conA |+AGPIn-3 |+AGPI Degré Degré
(DH A+EP A) n-3 et n-6 d’inhibition | d’inhibition
(DH A+EPA+ (—) par (-) par AGPI
AA) AGPI n-3 n-3 et n-6
Témoins 2.53+£0.21 | 1.56+0.08* | 1.63+0.09* | -38% -35%
DID 1.3+£0.04 1.12+0.05* | 1.14+0.08* |-13% -12%
DNID 1.66+£0.12 | 1.14+£0.05* | 1.18+£0.06* |-31% -28%

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure I1.9: _Effet du AGPI n-3 combiné et AGPI n-3 et n-6_combinés sur
Pindice de prolifération (PI) des lvmphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne £ ES. La comparaison des moyennes

entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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7- Effet d’insuline sur le PI des AGPI combiné
I’addition d’insuline au milieu de culture altére 1’effet inhibiteur

du AGPI n-3 et/ou AGPI n-6 combiné sur le PI des différents groupes

etudiés. Les résultat sont regroupés sur le tableau I1.6.

Malgré ¢a, une diminution significative du PI a été observé entre
les diabétiques (de type 1 et de type 2) et les témoins ainsi que entre les
diabétiques eux mémes dont la diminution du PI est plus prononcé chez

les DID par rapport aux DNID. (Figure I1.10).
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Tableau I1.6: Effet d’insuline avec AGPI n-3 combiné ou AGPI n-3 et n-6

combinés sur la prolifération des lymphocytes T

+ con A |+AGPIn-3 | +AGPI Degré Degré
+Insuline n-3 et n-6 + d’inhibition | d’inhibition
Insuline X)Gli’alrn- fl—_)g,p;rﬁ GPI
3+insuline | 6+insuline
Témoins 2.53+£0.21 |2.27+0.13 2.41+0.13 -10% -4%
DID 1.3+£0.04 1.19+0.07 1.23+0.09 -8% -5%
DNID 1.66+0.12 | 1.53+0.06 1.59+0.05 -7% -4%

Chaque valeur représente la moyenne = ES, La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure 11.10: _Effet d’insuline avec AGPI n-3 combiné ou AGPI n-3 et n-6
combinés sur P’indice de prolifération (PI) des lymphocytes T chez les témoins,

DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes

entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p<0.05: différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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III- Détermination de la concentration en IL-2 synthétisée

par les lvmphocytes T a différentes incubations

1-Evaluation de la concentration en IL-2 produite par la culture

initiale

Aucune différence significative n’a été observé entre les
concentrations d’IL-2 produites chez les témoins et les diabétiques de
deux types dans la culture initiale des lymphocytes par contre, une
diminution significative du IL-2 produite chez les DID comparé au

DNID (figure IL.11).

2-Effet du Con A sur la production d’TL-2

le Con A augmentent significativement la concentration d’IL-2 chez

tous les groupes témoins et diabétiques comparés a ceux en culture

initiale; sachant que la production d’IL-2 s’augmente a 4,5 fois chez les

témoins; 3,4 fois chez les DID et 3,6 fois chez les DNID (tableau I1.7).
Une diminution significative du d’IL-2 produite a été observé chez

les DID comparés aux témoins et aux DNID . (Figure I1.12).
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Figure I1.11: _Concentrations movehnes d’IL-2 produite par les lymphocytes T
dans la culture initiale chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Tableau I1.1: Effet de la con A sur la production d’IL-2

Sans con A Avec con A
Témoins 472+40.86 2150+178.25 *
DID 430.43+20.8 | 1488.64+86.26 *
DNID 595.54+50.15 |2193.75+166.23*

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure I1.12: Effet de l1a con A sur I’IL-2 produite par les lymphocytes T chez
les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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3-Effet d’insuline sur la production d’I1.-2

une diminution significative du taux d’IL-2 produite en présence
d’insuline a été observée chez les témoins. Les résultats obtenus sont
présentés sur le tableau II.8.

Par contre, une augmenfation significative du concentration d’IL-2 a

été observé chez les DNID comparés aux témoins (figure 11.13).

4-Effet du DHA sur la production d’1L-2

une diminution significative du concentration d’IL-2 produite en
présence de DHA a été observé chez tous les groupes étudiés. Ces
résultats sont représentés sur le tableau I1.9.

De plus, une augmentation significative a été noté chez les DNID

comparés au témoins et aux DID . (figure 11.14).
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Tableau I1.8: Effet d’insuline sur la_production d’IL-2

+ con A + Insuline Degré d’inhibition (-)
Témoins 2150+178.25 1612.5+£128.01* | -25%
DID 1488.64+£86.26 | 1420.55+500.81 | -4.5%
DNID 2193.75£166.23 | 2006.75+120.24 |-8.5%

Chaque valeur représente la moyenne £ ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).

Figure 11.13:

[IL-2] (pg/ml)
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Effet de I’insuline sur I’IL-2 produite par les lymphocytes T chez

les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Tableau I1.9: Effet du DHA sur la production d’IL-2

+ con A +DHA Degré d’inhibition (-)
Témoins 2150+178.25 1368.73+£102.62* | -36%
DID 1488.64+86.26 | 1171.29+92.41* |-21%
DNID 2193.75+166.23 | 1837.51+88.37* |-16%

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p <0.05: différence significatif entre les incubations de méme groupe

(intragroupe).

2500 -
2000 - "
1500 -
1000 -

500 -

0 I T
Témoins DID DNID

[IL-2] (pg/ml)

Figure I1.14: Effet du DHA sur I’IL-2 produite par les lymphocytes T chez les
témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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S-Effet du EPA sur la production d’IL-2
EPA inhibe significativement la production d’ IL-2 chez les

témoins et les DNID comparés au puit 2 (tableau I1.10). Par contre, la
concentration d’IL-2 chez les DNID est significativement élevée par

rapport aux témoins et aux DID (figure I1.15).

6-Effet d’AA sur la production d’IL 2

une diminution significative d’IL 2 produite chez tous les groupes

étudiés en présence d’AA (tableau I1.11).

Ainsi, une diminution significative a été observée entre les DID et

DNID ainsi chez les témoins. (figure I1.16).

La grande inhibition se fait avec les témoins (39 %) ensuite avec

les DID (26%) et les DNID (23%).
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Tableau 11.10: Effet d’ EPA sur la production d’IL.-2

+ con A +EPA Degré d’inhibition (-)
Témoins 2150+£178.25 1462.494£95.92 * | -32%
DID | 1488.64+86.26 | 1225.7+£271.83 -18%
DNID 2193.75£166.23 | 1856.25+112.09 * | -15%

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure IL.15: Effet du EPA sur I’IL-2 produite par les lymphocytes T chez les
témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2

104




Résultats Et Interprétation

Tableau I1.11: Effet d° AA sur la production d’IL-2

+ con A +AA Degré d’inhibition (-)
Témoins 2150+178.25 1312.5+46.32 * | -39%
DID 1488.64+86.26 | 1102.59+65.03* | -26%
DNID 2193.75+166.23 | 1687.5+£105.43* | -23%

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure I1.16: Effet d’ AA sur PIL-2 produite par les lymphocytes T chez les
témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent.t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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7-Effet du AGPI n-3 et/ou AGPI n-6 combiné sur la sécrétion d’IL 2
les AGPI n-3 et AGPIn-3 combiné avec AGPI n-6 diminue

significativement le taux d’IL 2 chez tous les groupes étudiés compares
au puit 2 (tableau I1.12).

Il est observé ainsi,qu’il y a une diminution significative en taux
d’IL-2 produite chez les DID comparé aux témoins et au DNID (figure
1.17).

8- Effet d’insuline avec les AGPI sur la production d’1L 2

une diminution significative d’IL-2 produite chez tous les groupes
en comparant a puit 2 (tableau II.13). Ainsi, une diminution significative
d’IL 2 produite a été observé chez les DID comparé aux témoins et au

DNID (figure I1.18).
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Tableau I1.12: Effet du AGPI n-3 combiné et AGPI n-3 et n-6 combinés sur la
production d’IL-2

+ con A +AGPIn-3 |+AGPI Degré | Degré
(DHA+EP A) n-3 et n-6 d’inhibition d’inhibition
(DH A+EPA+ (—) par AGPI (") par AGPI
AA) n-3 n-3 et n-6
Témoins | 2150£178.25 1368.74+73.69* 1443.75£84.7* | .36% -33%
DID 1488.64+86.26 | 1055.34+61.75% | 1087.4+£79.17*% | .2QY%, 27%
DNID 2193.75+166.23 | 1443.74+68.15% | 1668.75+96.43* | 349, -24%

Chaque valeur représente la moyenne £+ ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure 11.17: _Effet du AGPI n-3 combiné et AGPI n-3 et n-6 combinés sur
I'TL-2 produite par_les lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes

entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2

107




Résultats Et Interprétation

Tableau I1.13: Effet d’insuline avec AGPI n-3 combiné ou AGPI n-3 et n-6

combinés sur la production d’IL-2

+ con A +AGPIn-3 |+AGPI n- |Degré Degré
+Insuline 3 et n-6 + d’inhibition | d’inhibition
. (-) par (-) par AGPI
Insuline AGPI n- n-3 et n-
3+insuline | 6+insuline
Témoins | 2150£178.25 | 1331.25+79.75* | 1387.5+79.84* | _38% -35%
DID 1488.64+86.26 | 1002.54+44.26* | 1021.17+60.53* | _339 -31%
DNID 2193.75:166.23 | 1406.25+:56.22% | 1481.24+54.86* | _36% -32%

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure I1.18: _Effet d’insuline avec AGPI n-3 combiné ou AGPI n-3 et n-6
combinés sur I’IL-2 produite par les lymphocytes T chez les témoins, DID et

DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes

entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p < 0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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IV- Détermination de la composition en acides gras

des membranes des lymphocytes

I1-Au niveau du phospholipides (PL) membranaire

1.1~ Effet du Con A

L’addition du Con A au milieu de culture augmente
sighificativement I’acide o-linolénique chez les témoins en comparant
aux cultures initiales. Ainsi le taux d’EPA augmente chez tous les
groupes €tudiés (Figure 11.19). Par contre, une diminution significative
de I’acide arachidonique , a été observée chez les DID comparé aux
témoins ainsi une diminution significative a été noté de D’acide
a-linolénique chez les DID comparés au DNID (Fi.gure 11.20). De plus,
une diminution significative en I’acide arachidonique et 1’acide
eicosapentaénoique a été observé chez les DNID par  rapport aux
témoins .

1.2- Effett du DHA

Les compositions en acides gras des lymphocytes incubés avec
DHA montre une augmentation significative de la concentration en acide
docosahexaénoique membranaire comparé aux puit 2 chez tous les
groupes étudiés (figure I1.21).

Par  contre, une diminution sighiﬁcative d’acide
docosahexaénoique a été observé chez les DID comparés au DNID et les
témoins. De plus, cette diminution est observé avec I’acide
arachidonique et I’acide eicosapentaénoique chez les DID comparé aux

témoins (figure 11.22).
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Figure I1.19: Effet du _con A sur les concentrations en acides gras des

phospholipides membranaires des lvmphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p <0.05 : différence significatif entre les incubations de meme groupe (intragroupe).
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Figure IL20 : Effet du con A sur les concentrations en acides gras des

phospholipides membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DIDet DNID.

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2

110




Résultats Et Interprétation

N W W A
o O o1 ©

N
[6)]

[acides gras] en mg/150mg
o o 3

Figure I1.21: Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des

phospholipides membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de meme groupe (intragroupe).
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Figure I1.22 :Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des phospholipides

membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes

entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.
# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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1.3 Effet du EPA /

L’ajoute d’EPA au milieu de culture, augmente significativement
le taux d’acide eicosapentaénoique dans la membrane plasmique chez les
témoins et de diabétique comparés a ceux sans acide gras (puit 2), (figure
I1.23). Ainsi, une diminution signifficative de ’acide arachidonique a été
observé chez les DID et DNID comparés aux puit 2.

Une diminution significative de 1’acide o-linolénique, I’acide
arachidonique, acide eicosapentaénoique et I’acide docosahexaénoique a
été observé chez les DID comparés aux témoins (figure 11.24) et avec
’acide arachidonique entre les DID et DNID.

De plus, une diminution significative de I’acide arachidonique et
I’acide eico'sapentaénoique a été trouvé chez les DNID éomparés aux
témoins. |
1.4 Effet d’AA

Une augmentation significative a été observée chez les témoins et
les diabétiques au niveau de ’acide arachidonique lors des lymphocytes
sont incubés avec I’AA comparé au puit 2 (figure I1.25).

L’addition d’AA au milieu provoque une diminution significative
du EPA au niveau de la membrane plasmique chez les diabétiques de
type 1 et type 2.

De plus, une diminution signiﬁcative de P’acide o-linolénique,
I’acide  arachidonique, I’acide eicosapentaénoique et Pacide
docosahexaénoique a été observé en comparant les DID avec les témoins
tandis que la diminution est significative chez les DID au niveau d’acide

docosahexaénoique, comparés aux DNID (figure I1.26).
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Figure 11.23: Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des

‘phospholipides membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des mbyennes entre les différents

incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

*p<0.05 :différence significatif entre les incubations de meme groupe
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Figure IL.24 :Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des
phospholipides membranaires des lympheocytes T chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Figure I1.25: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des

hospholipides membranaires des lvmphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p <0.05 : différence significatif entre les incubations de meme groupe (intragroupe).
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Figure I1.26 :Effet du AA sur les concentrations en acides gras des
phospholipides membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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2-Au niveau du triglycérides (TG) membranaire

1.1- Effet du Con A

L’addition du Con A au milieu de culture augmente
significativement I’acide a-linolénique chez les témoins en comparant
aux cultures initiales. Ainsi le taux d’EPA augmente chez tous les
groupes étudiés (Figure I1.27). Par contre, une diminution significative
de I’acide arachidonique, !’acide eicosapentaénoique et [’acide
docosahexaénoique a été observée chez les DNID et DID comparé aux
témoins . De plus, une diminution significative de 1’acide linoléique et
I’acide arachidonique a été noté chez les DNID comparés aux

DID (Figure I1.28).

1.2- Effett du DHA

Les compositions en acides gras des lymphocytes incubés avec
DHA montre une augmentation significative de la concentration en acide
docosahexaénoique membranaire comparé aux puit 2 chez tous les
groupes étudiés (figure 11.29).

Par contre, une diminution significative de 1’acide arachidonique
’acide eicosapentaénoique et 1’acide docosahexaénoique a été observé

chez les DID et DNID comparés aux témoins (figure I1.30).
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Figure I1.27: Effet du con A sur les concentrations en acides gras des

triglycerides membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.
* p <0.05: différence significatif entre'les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure II. 28: Effet du con A sur les concentrations en acides gras des

triglycerides membranaires des lvmbhocvtes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Figure 11.29: Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des
triglycerides membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et
DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne = ES, La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de mémé groupe (intragroupe).
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Figure IL30: Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des

triglycerides membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p< 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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1.3 Effet du EPA

L’ajoute d’EPA au milieu de culture, augmente significativement
le taux de I’acide eicosapentaénoique dans la membrane plasmique chez
les témoins et de diabétique comparés a ceux sans acide gras (puit 2),
ainsi il augmente le taux d’acide docosahexaénoique chez les témoins
(figure 11.31).

Une diminution significative de 1’acide o-linolénique, 1’acide
eicosapentaénoique et I’acide doéosahexae’noique a été observé chez les
DID comparés aux témoins. Les memes resultats sont trouvés chez les
DNID avec 1’acide arachidonique, 1’acide eicosapentaénoique, et 1’acide
docosahexaénoique.

De plus, une augmentation significative de 1’acide arachidonique
et 1’acide linoléique été trouvé chez les DID comparés aux témoins.

(figure 11.32).

1.4 Effetd’A4
Une augmentation significative a été observée chez les témoins et
les diabétiques au niveau de 1’acide arachidonique lors des lymphocytes
sont incubés avec I’AA comparé au puit 2, avec une diminution
significative du DHA chez les témoins et les DNID(figure I1.33).
L’addition d’AA au milieu provoque une diminution significative
du EPA , DHA et AA au niveau de la membrane plasmique chez les

diabétiques de type 1 et type 2 cdmparés aux témoins (figurell.34).
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Figure IL31: Effet du EPA sur_les concentrations en acides gras des

triglycerides membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure 11.32: Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des

triglvcerides membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes

entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Figure I1.33: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des triglycerides
membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et DNID (ND).

‘Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure 11.34: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des triglycerides

membranaires des lvmphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des nioyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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3- Au niveau des esters de cholestérol (EC) membranaire

3.1 Effet du Con A
L’addition du con A au milieu du culture diminue

significativement 1’acide linoléique et augmente EPA chez les témoins
par contre, une augmentation de l’acide a-linolénique et EPA a ét¢
observée chéz les DNID compareés au culture initiale (figure I1.35).

La comparaison entre les témoins et les diabétiques montre qu’une
augmentation de I’acide linoléique et une diminution de AA, EPA et
DHA a été observée chez les DID tandis que les DNID ont une
diminution significative en AA et EPA.

On note aussi, une augmentation significative de 1’acide linoléique et

EPA chez les DID que les DNID (figure I1.36).

3.2 Effetde DHA
L’addition du DHA & [I’incubation cause une diminution

significative de ’AA chez les témoins comparés aux cultures en absence
de DHA. L’augmentation du DHA a ¢été trouvée aussi chez les deux
types de diabéte comparé a leurs témoins (puit 2), (figure 11.37).

La comparaison entre les témoins et les diabétiques montrent qu’une
augmentation de 1’acide linoléique et une diminution significative des
AA, DHA et EPA chez les DID. Par contre, les DNID présentent une
augmentation signiﬁcétive de D’acide a-linolénique et diminution
significative en taux de AA, DHA et EPA. La comparaison entre les
diabétiques présents un taux significativement élevés de 1’acide

linoléique et EPA chez les DID que les DNID (figure 11.38).
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cholesterol membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID(d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p <0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure 11.36 : Effet du con A sur les concentrations en acides gras des esters de

cholesterol membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

#p <0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Figure 11.37: Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des esters de

cholesterol membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p < 0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure I1.38 : Effet du DHA sur les concentrations en acides gras des esters de

cholesterol membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les
différents groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 ; différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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3.3- Effet du EPA |
L’ajoute du EPA au milieu de culture cause une augmentation

significative de ’acide eicosapentaénoique et I’acide
docosahexaénoique, ainsi une diminution significative d’AA chez les
témoins comparée a leur incubation sans acides gras (puit 2).

Une diminution significative de [’acide arachidonique a été
observée chez les DNID avec une augmentation significative d’EPA.

Les mémes résultats sont trouvés chez les DID avec une augmentation
en DHA. Les résultats sont représentés sur la figure I1.39.

La comparaison entre les témoins et les diabétiques montre que les
DNID ont une diminution significative des EPA et DHA; Les mémes
résultats sont trouvés chez les DID. |

La comparaison entre les diabétiques de type 1 et de type 2
présente des taux significativement élevés en acide linoléique et en EPA

chez les DID comparé aux DNID (figure 11.40).
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Figure 11.39: Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des esters de

cholesterol membranaires des lvmphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et
DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les différents

incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p <0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe (intragroupe).
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Figure 11.40 : Effet du EPA sur les concentrations en acides gras des esters de

cholesterol membranaires des lvmphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne = ES. La comparaison des moyennes entre les différents
groupes est effectuée par independent t test de student.

+ p <0.05: différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p < 0.05 : différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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3.4- Effet du AA

L’addition de I’acide arachidonique au milieu de culture,
augmente significativement les concentrations en acide linoléique, acide
o -linolénique et AA chez les témoins comparés aux cultures sans AA
(puit 2) ainsi, on observe une diminution significative en EPA.

Par | contre, une augmentation significative de I’acide
arachidonique a été observée chez les deux types de diabéte comparés a
leurs cultures témoins (puit 2), (figure 11.41).

La comparaison entre les diabétiques et les témoins montre une
diminution significative de I’AA chez les DID ainsi que les DNID avec
une diminution significative en EPA.

La comparaison entre les diabétiques montre une augmentation
significative de I’acide « -linolénique et une diminution significative en
AA chez les DNID comparés aux DID. Les résultats sont regroupés sur

la figure IL.42.
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Figure I1.41: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des esters de

cholesterol membranaires des lymphocytes T chez les témoins (T), DID (d) et

DNID (ND).

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les

différents incubations intragroupe est effectuée par paired t test de student.

* p <0.05 : différence significatif entre les incubations de méme groupe

(intragroupe).
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Figure 11.42: Effet du AA sur les concentrations en acides gras des esters de cholesterol

membranaires des lymphocytes T chez les témoins, DID et DNID.

Chaque valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes entre les différents
groupes est effectuée par independent t test de student.
+ p <0.05 : différence significatif entre les témoins et diabétiques.

# p <0.05: différence significatif entre les diabétiques de type 1 et type 2
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Dans ce travail, nous avons essayé de mettre en évidence quelques
aspects pathologiques qui touchent les lymphocytes T chez les
diabétiques de type 1 et de type 2 par rapport aux témoins.

Pour cela, il est important d’évaluer dans un premier temps le
pouvoir proliférateur des lymphocytes T en présence ou absence de con

A, d’insuline et des acides gras polyinsaturés des séries n-3 et n-6.

Cette prolifération des lymphocytes reste un processus dans lequel
les lymphocytes synthétisent du nouveau molécule d’ADN et subissent
une division cellulaire suite a un stimulus qui conduit a une série des
changements principalement cytomorphologiques tel 1'augmentation en
taille du lymphocyte, le cytoplasme qui devient plus extensif, la nucléole
devient plus visible dans le noyau et la cellule se ressemble a une
cellule en blaste (109).

Le stimulis qui peut provoquer la réponse proliférative des
lymphocytes peut étre un antigéne, un alloantigéne c’est a dire les
leucocytes de deux donneurs sont mélangés dans une culture mixte, et un
mitogéne tel que le concanavalin A (con A), le phytohemagglutinine
(PHA). Le premier rapport qui annonce que le mitogene induit une
prolifération lymphocytaire était décrit avec PHA en 1960 (109).

On trouve que dans la culture basale des lymphocytes T, I'indice de
prolifération ne présente aucune différence significative entre les
témoins et les diabétiques. Ainsi, ces résultats sont trouvés en accord

avec ceux des nouveaux DID comparés aux témoins.

L'effet du con A comme un mitogéne stimulant la transformation
cellulaire a été rapporté dans plusieurs études. Le con A est une molécule
phytomitogéne, de la classe de lectine qui est une famille des protéines

dérivés des plantes, stimule les réponses cellulaires aprés son fixation sur
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la chaine glucidique de la membrane plasmique (101). Cette fixation se
fait d'une maniére similaire a celle de l'antigéne dont le mitogéne se fixe
sur du récepteur spécifique sur la surface cellulaire créant un signal qui
induit le cycle cellulaire des lymphocytes (77).

L'addition de 30ug/ml de con a au milieu du culture augmente
significativement l'indice de prolifération des lymphocytes T chez les
témoins et les diabétiques insulinodépendant et non insulinodépendant

en comparant a ceux en culture initiale.

Cependant, les résultats trouvés montrant que nos diabétiques ont
des réponses prolifératives plus inférieures que celles des témoins dont
les DID ont la réponse la plus faible quand les lymphocytes sont stimulés
par con A.

Ces observations sont plus ou moins en accord avec celles
mentionnés dans la littérature. Cependant, plusieurs études ont confirmé
que les patients diabétiques ont une réponse proliférative faible par
rapport a celle du normal individu (31). Ainsi, les lymphocytes
spléniques chez les rats diabétiques stimulés par con A présente une
réponse proliférative basse que celle des rats non diabétiques (142),
(219).

D’autres études ont confirmé l'existence d'une réponse altérée au
PHA chez les diabétiques insulinodépendants et les diabétiques non
insulinodépendants qui ont une réponse significativement plus grande
que celle trouvés chez les DID. L’altération trouvée peut étre influencée
par la sévérité du diabéte et spécialement chez les diabétiques mal
controlés (208).

De plus, l'insuffisance de la réponse proliférative des lymphocytes
est observée chez les diabétiques quand les lymphocytes sont actives par
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des différents mitogénes tel que phytoheamagglutinine & 1%, et d'autres
mitogénes comme le con A & (10 pg/ml) ou PMA a (50pg/ml).( 32).
Cette réponse réduit aux mitogenes peut étre rendues a plusieurs causes :

La pureté des cellules cultivées dont les cellules mononucléaires
périphériques du sang sont un mélange de 80% lymphocytes, 15-20%
monocytes et inférieurs de 5% contamination avec d'autres cellules
(111). |

La réduction de la lymphdprolifération chez les rats diabétiques
peut étre due a la production accrue de l'oxyde nitrique (NO) par les

macrophages en comparant aux témoins (103).

En plus, la réduction de la réponse aux mitogénes peut étre due a un
mangque dans l'absorption du glucose an niveau de la membrane tant que
le glucose est la source principale d'énergie aux lymphocytes dans le
période de prolifération. Ce manque est associ¢ a une baisse dans
l'expression du transporteur du glucose sur la membrane lymphocytaire
(129) ainsi, a une altération dans le processus du phosphorylation de ces
transporteurs par le protéines kinase ( ¢ ) ; ce qui influence son activité

et/ou son localisation au niveau du membrane(145).

Chez les cellules immunitaires, l'expression du Glut-1 sur la
membrane des lymphocytes se fait aprés une stimulation mitogéniques
(129).

Dans le cas du diabéte induit par sterptozotocine ou 1’alloxane, la
réduction d'expression du glut-1 est indépendante au stimulation
insulinique mais il est dépendant a l'altération du signal de transduction
apres une stimulation mitogénique (129).

Un autre possibilité a rendu la faible réponse cellulaire a

’inactivation des récepteurs lymphocytaires aux mitogenes (208).
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Par ailleurs, il est possible que le probléme est du au
dysfonctionnement des lymphocytes diabétiques (60, 54) qui peuvent
faire le transfert du diabéte aux animaux non diabétiques par des

lymphocytes des rats diabétiques stimulés par con A (7), (60).

D'autre explication annonce que les lymphocytes sont déja activés
chez les diabétiques pour cela ils répondent peu a I'effet de con A et leur
prolifération in vitro est faible comparée a celle des lymphocytes des

sujets témoins (71).

Par ailleurs, nos résultats montrent que l'indice de prolifération
s’augmente significativement chez les lymphocytes incubé avec 20pg/ml
d'insuline chez les témoins et les DNID. On remarque aussi que l'insuline
stimule le pouvoir proliférateur des lymphocytes témoins (26%) plus que
celles des diabétiques dont le pouvoir stimulant des DID est 22% et les
DNID est 19%. Ces résultats sont similaires a d'autres études déclarant
que l’insuline peut augmenter soit in vivo soit in vitro la réponse
cellulaire des lymphocytes stimulé a différentes mitogeénes (PHA, con A
et lipopolyssacharide) (47). Ainsien présence d'insuline la
lymphoprolifération est significativement faible chez les patients
diabétiques par rapport & leurs témoins quelque soit le type du diabete
(163),(187).

Il est trouvé que les lymphocytes T ont une aptitude a fixer
l'insuline aprés l'activation. A 1'état de repos, les cellules sanguines
périphériques ne peuvent pas ni lier ni répond a I'insuline car il n’y a pas

d’expression des récepteurs a 1’insuline .(47)

La réponse proliférative des lymphocytes T & l'insuline humain
conduit & des résultats contradictoires, qui a trouvé que cette réponse est
de 20-50% chez les récents DID patients et de 0-33% chez les individus
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normaux tandis que cette réponse est moins importante chez les
anciennes DID (55).

La faible lymphoprolifération chez les anciennes DID peut étre
expliquée du fait que l'insuline exogene est un faible immunogéne pour
les cellules T ou il est induit un état de tolérance chez la plupart des

patients et les souris diabétiques in vivo. (51), (55), (6).

L'administration de I'insuline exogéne est bénéfique chez les récents
diabétiques insulinodépendants ou il s’avére que la thérapie avec
l'insuline intraveineuse peut augmenter la sécrétion d'insuline endogene.
Cette augmentation peut étre expliquée par la réduction de la destruction
des cellules B causé par 'hyperglycémie ainsi les cellules p rendu moins
immunogéniques a cause de la réduction de son activité métabolique

produisant 1'antigéne cible (I'insuline) (8).

En plus, plusieurs études ont démontré qu'il y a une réduction de la
résistance a l'insuline chez les diabétiques de type 2 apres le traitement

par l'insuline exogene (58).

En effet, ces différenciations en réponses prolifératives des
lymphocytes suggérent que la prolifération représente une incomplete

image des réactions immunitaires (199).

Enfin, il est rapporté que la diminution des réponses lymphocytaires
peut étre reliée a 1'hyperglycémie, hyperinsulinémie et d'autres facteurs
métaboliques ou l'insuffisance en l'activité du récepteur de l'insuline sur
les lymphocytes (31), (74) 11 est observé que les cellules mononucléaires
basale ou stimulées par insuline chez les DID, ont montré une
diminution significative dans le taux d'absorption des hexoses en

comparant aux témoins.
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Cette différence significative révéle une réduction en réponse au
niveau du transporteur du glucose chez les DID (39). 11 est trouvé ainsi
dans le cas de résistance a l’insuline avec une hyperinsulinémie que
les lymphocytes T active répond & P’insuline moins que celles du
normales individus.(187)

Par ailleurs, les différentes conditions de culture utilisées peuvent
participer a cet état tel le temps d'incubation des lymphocytes source
d'insuline comme un antigéne ou le traitement des patients avec I'insuline
bovine, porcine ou humaine et la définition de la réponse significative
des cellules T qui varie entre les résultats publiées (171).

Il est montré que l'insuline exogéne peut moduler la réponse
immunitaire chez I'homme et 1'animal conduisant a retarder ou méme
empécher le diabéte auto immune (171).

Enfin, l'insuline est un hormone immunodulateur qui peut
augmenter la fonction de la cellule T cytotoxique, permet la
différenciation des cellules matures et maintient 1'état active des
lymphocytes (187).

Par ailleurs, La concentration d’interleukine 2 (IL-2) produite par
les lymphocytes T dans la culture basale ne présente aucun différence
significative entre les témoins et les diabétiques. Par contre, le taux
d’I1-2 produite par les lymphocytes T stimulés par la con A montre une
diminution significative chez les diabétiques de type 1 comparés aux
témoins. ces résultats sont confirmés par plusieurs travaux dont il est
trouvé que le taux d’Il-2 produite par les lymphocytes T humain est
significativement réduite les chez les diabétiques de type 1 (219) ainsi
chez les lymphocytes splénique du BB rats diabétiques (177), (219).
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De plus, la culture initiale des cellules mononucléaires
périphériques du sang ne présente aucune différences en production
d’IL-2 entre les sujets normales et les anciennes diabétiques de type 1.
Par contre, en culture stimulée par le PHA, les cellules des diabétiques
de type 1 ont caractérisé par une hyposécrétion d’Il-2 en comparant a

ceux des normales individus (61).

Par ailleurs, I’addition d’insuline au milieu du culture augmente la
réponse proliférative chez les témoins et les DNID en comparant a ceux
en absence d’insuline. Par contre, la production d’IL-2 se diminué
significativement  chez les témoins seulement et aucun différence

significative a été noté chez les diabétiques.

Cependant, d’autre travaux effectués sur le dosage d’IL-2 secrété
par les lymphocytes chez les diabétiques insulinodépendant montre une

réduction significative comparé au normal individus, tandis que I'TL-2

chez les patients non insulinodépendant n’est pas diminué en comparant

aux témoins groupe dont le taux d’hémoglobine glycqué chez les DNID
n’est pas statistiquement différentes de celle des DID. (220), (93).

Un autre étude indique que le facteur limitant pour la prolifération
des cellules T est la déficience en production du IL-2 chez les

diabétiques plus que la déficience en réponse a IL-2 lui-méme. (138).

Cette justification est plus on moins en accord avec nos résultats
car nos diabétiques de type 2 ne présentent pas une déficience en
concentration d’IL-2 et malgré ¢a on a un taux de prolifération plus

faible que celles des témoins.

D’autres études montrent que les lymphocytes des diabétiques de
type 1 ont synthétisé un faible teneur en Il-2 que celles de non
diabétiques individus et cette faiblesse est observés chez les DID bien
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contrdlé ainsi que mal contrdlé (220). Ceci prouve que cette anomalie
reste indépendante du contrdle métabolique ainsi que de ’administration
d’insuline exogene. (178), (220), (219). Mais, cet effet peut étre inclus
dans les pathogénese de cette maladie et il est spécifique pour les DID.
(220), (219).

Ces résultats suggérent que les patients diabétiques de type 1
peuvent étre ont un défaut intrinseque dans les cellules T conduisant a
une inaptitude d’élaborer une quantité normales d’IL-2, (178) est due a

la nature pathophysiologies du maladie (93).

Puisque I’insuline augmente le taux de lymphoprolifération chez les
témoins et les diabétiques sans augmenter la concentration d’IL-2, on
peut proposer d’autre mécanisme dont I’insuline réagit directement en
fixant sur les récepteurs des lymphocytes T et sans I’intervention de I’Il-

2 a seul.

Ainsi, il est démontré que, chez les rats diabétiques, la réduction de
la réponse lymphoproliférative in vitro est associé avec 1’augmentation
du taux de nitrite accumulé dans le milieu de culture sachant que 1’oxyde
nitrique produite en exces par le macrophage et rapidement converti au
nitrite et nitrate. D’ott la réduction en lymphoprolifération qui est médié
par I’oxyde nitrique (103). Par ailleurs, les cellules B peut produire ainsi
une abondante quantité d’oxyde nitrique en réponse a une stimulation

par les cytokines (8).

I’élévation en production de 1’oxyde nitrique n’est pas le seul
mécanisme d’inhibition; les prostaglandines produites par les
macrophages réagit comme des suppresseurs de la prolifération
lymphocytaires. D’autre part, il est trouvé qu’il y a un défaut intrinséque
se traduit par une réduction du nombre des récepteurs d’interlenkin-2
chez les lymphocytes des BB rats (103). |
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D’autres mécanismes interviennent avec 1’IL-2; ces lymphokines
qui sont secrétes par les lymphocytes T activés par un antigéne ou un
mitogeéne. (220). Dont il existe deux classes majeurs des cellules T qui
sont les cellules T aides (helper T celles, Ty cells), qui expressent les
molécules de CDy, et les cellules T cytotoxique (cytotoxic T cells, Tc
cells), qui expressent les molécule de CDg sur leur surface. Sachant que
les molécules de classe I du MHC participent dans la présentation du
antigéne aux cellules T CD'; ; par contre les molécules de classe II du
MHC participent dans la présentation du antigéne aux cellules T CD",
(36,136).

Concernant les cellules T (aides) on a 2 sous classes les TH; CD';;
qui synthétisent les cytokines de IL-2, interféron y et TNF B (tumor
necrosis factor B, et les TH2, CD+4 ; qui synthétisent les cytokines de
IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 (36), (190), sachant que les cytokines de TH1
ont activent essentiellement les réponses d’immunités cellulaires (TH1
sont les médiateur de I’immunité cellulaires). Par contre, les cytokines de
TH2 sont généralement des stimulateurs de 1’immunité humorale
(production des anticorps).(93) ,(150).

Il est connue que les cytokines de THI tel IFN-y peut inhiber la
production des cytokines de TH2 (IL-4 et IL-10) et ces derniers, a leur
tour, inhibent la production des cytokines de Thl. (150).

Par contre, IL-1 est connue en augmentant la production d’IL-2 par
les lymphocytes T et aussi peut activer les lymphocytes B et augmente le
production d’autre lymphokines tel Les interférons (35) donc les
lymphokines peuvent influencer positivement ou négativement la
régulation immunitaires dont n’importe quel déficience en 1f>roduction

des lymphokines peut affecter la réponse cellulaire (178).
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IL-2 est appelé aussi facteur de croissance de cellule T qui est
synthétisé par les cellules TH1 aprés un stimulation par fixation
I’antigéne ou le mitogéne sur les récepteurs des cellules T.
Physiologiquement, il est 1'un des lymphokines responsables de
I’activation et la prolifération du cellules T. (220), (178), (22), (95a).

Le contrdle d’action de IL-2 est compliqué et il peut étre régulariser

a différentes niveaux (178).

Plusieurs mécanismes peuvent &tre expliquer le processus de
réduction en concentration d’IL-2 produite et la réponse proliférative
chez les lymphocytes dont [I’initiation du cycle cellulaire des
lymphocytes T est dépend au signal immunostimulatrice tel 1’antigene,
mitogeéne ou spécifique monoclonale anticorps, sachant que la transition
du phase G; a la phase réplicative (S, G,, M) du cycle cellulaire a été
orienté par IL-2 (29).

Il a été démontré que 1’hyposécrétion d’I1-2 in vitro résulte de la
déficience en nombre de lymphocyte T qui est déja activé in vivo. (61).
D’autre étude démontre que une diminution dans le niveau d’ARNm de
I’'IL-2 a été observé dans les cellules T des diabétiques
insulinodépendant en comparent aux témoins. L’étude de la demi-vie de
ces matériels génétiques ont montré que ’ARNm de I’IL-2 du cellule T
diabétique est généralement moins stable que celle des cellules témoins.
Donc le défaut en sécrétion d’IL-2 n’est pas dépend seulement au
attachement des agents stimulatrices sur les récepteurs de surface des

cellules T mais il y a ainsi un défaut au niveau du translation (178).

La nécessité d’un costimulation CD28 pour obtenir IL-2 et le taux
élevé d’autres cytokines ont probablement un grand effet sur la stabilité
d’ ARNm des cytokines (82). Pour cela, les diabétiques de type 1 peuvent
étre considérés génétiquement de faible producteur d’IL-2 (61).
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D’autre proposition a été mis pour expliquer la réduction en taux
prolifératif chez les cellules T qui consiste d’une part, au pouvoir
(capacité) stimulateur d’IL-2 qui est différent d’un subset (sous type) de
lymphocyte a un autre (178) dont le rapport de cellules T4/T8 a été
diminue chez les diabétiques de type 1 comparés au témoins (53),
d’autre part, la synthése d’Il-2 a été affecté, sachant que les cellules T
synthétisent au moins 3 types de lymphokines qui peuvent influencer la
prolifération du cellules T (IL-2 IL-4 et IL-6) (178).

I1 est observé chez les DID, qu’il y a des récepteurs soluble d’IL-2
(IL-2RS) dans la circulation sanguine et/ou dans le surnageant du milieu
des cultures des lymphocytes T humains, ces IL-2RS jouent un rdle
inhibiteurs des cytokines ou des antagonistes. Ils sont formés a partir
d’une clivage enzymatique protéolytique d’une portion de 45 KDa de la
chaine o du récepteur d’IL-2 (CD25). Ces portions qui sont libérés du Il-
2 R ont I’habilité de fixer I'IL-2 sur leurs rébepteurs spécifiques
conduisant & neutraliser son activité (36). Ainsi, il est montré qu’il y a
une corrélation positive entre I1-2 et I1-2 RS chez les DID par rapport aux
témoins (61). |

D’autre part, il est noté que 1’activation chronique des cellules T est
associé avec un taux élevé des récepteurs soluble d’IL-2. Ce qui permet
d’utiliser ceci comme marqueur de ’activation des cellules T chez

certaines maladies auto-immunes. (36), (61).

Le fait qu’une présence d’une faible réponse proliférative chez les
DNID avec une concentration normale d’Il-2 chez les lymphocytes T
stimulés par con A s’explique par les mécanismes suivants: Quand une
cellule T a été activé par un antigéne ou lectine (mitogéne), les
récepteurs d’Il-2 se manifeste et s’accumule sur la surface du cellule

stimulé. Lorsque la densité critique du récepteurs d’IL-2 a été obtenu, la
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progression du cycle cellulaire s’ensuit en présence d’une adéquate
concentration d’Il-2, si le signal initial immunostimulatrice est disparait ,
le nombre des récepteurs d’IL-2 diminue progressivement malgré la
présence d’une concentration adéquate d’IL-2. Paraliélement, le taux de
prolifération diminue aussi. Finalement, les cellules T restent dans la
phase de Go-G1 (phase de repos). (29). On peut tiré comme conclusion
quil y a trois facteurs critiques pour la progression de la cycle des
lymphocytes T qui sont la concentration d’Il-2, la densité du récepteur
d’IL-2 et la durée d’interaction entre 1’Il-2 et son récepteur (29), (182).

En oufre, plusieurs études ont montré 1’effet des acides gras
polyinsaturés de la série (n-3) et (n-6) sur le diabéte sucré et ses effets
bénéfiques chez les diabétiques (193).

Pour cela, on a fait I’incubation des lymphocytes avec DHA et/ou
EPA comme des AGPI n-3 et/ou avec AA comme PUFA n-6 dans méme
temps et en méme concentrations (40uM) d’une fagon individuelle ou

combiné.

Les résultats obtenus montrent des effets immunosuppressif des
AGPI sur la prolifération cellulaire chez les témoins ainsi que les
diabétiques de type 1 et type 2 ou EPA a la plus grande degré
d’inhibition que AA et DHA respectivement.

On note ainsi que I’inhibition de la lymphoprolifération est plus

marqué chez les témoins que ceux des diabétiques.

Ces résultats sont en accord avec d’autres travaux en littérature dont
il est rapporté que un régime d’huile riche en ’acide linoléique, comme
AGPI-n-6, diminue la réponse proliférative des lymphocytes stimulés par
con A chez les rats. (75)
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- En plus, les études réalisés in vitro sur I’homme et sur Les animaux
démontrent que AGPI n-3 a un effet suppressif sur la fonction

lymphocytaire (25).

Ainsi, il est trouvé que la prolifération des lymphocytes spléniques
des rats nourris par des régimes riches en EPA ou DHA sont diminués
significativement par rapport a ceux nourris avec un régime contrdle. Par
contre, le régime enrichie en AA ne diminue significativement 1’indice
de prolifération. (137).

Il est rapporté que EPA est un fort agent immunosuppressif que
DHA qui peut modulé les signaux des cellules T. (204).

Nos résultats présente aussi que la combination entre les acides
gras polyinsaturés de série n-3 (EPA et DHA) ont diminué
significativement !’indice de prolifération chez tous les groupes de
témoins et diabétiques en comparant & ceux en absence de AGPIL
D’autres auteurs montrent qu’un régime riche en AGPI n-3 (76 g d’huile
de poisson/Kg) diminue la réponse proliférative des lymphocytes vis-a-
vis con A et PHA chez les lapins (75).

De plus, la supplementation d’une régime riche en EPA et DHA
(PUFA/EPAX) par les rats normotensives et les rats hypertensives
pendant 10 semaines entraine une diminution de la prolifération des
cellules T chez les deux groupes des rats. Par contre, la sécrétion d’11-2 a
été réduit seulement chez les rats hypotensives en comparant aux rats

nourtis par un régime contrdle. (204).

On a remarqué aussi que les concentrations individuelles du DHA,
EPA et AA ont inhibé significativement la production d’IL-2 chez les
lymphocytes T simulé par con A. le grand degré d’inhibition a été
observé avec I’AA puis DHA et EPA respectivement.

141




Discussion

Par ailleurs, la combination entre les AGPI n-3 ou AGPI n-3 avec
AGPI n-6 continue toujours I’inhibition d’Il-2 en comparent a ceux en
absence de AGPI chez tous les groupes avec des degrés d’inhibition
différents. Cependant, nos résultats sont soutenus par les observations de
plusieurs auteurs qui ont démontré que la supplementation avec huile de
poisson a diminué la production des différentes cytokines et
particuliérement IL-1«a, IL-18, IL-2, IL-6 et TNFa chez les cellules

mononucléaires périphériques in vitro (25).

Ainsi, I’huile du poisson est un potentiel nutriment anti-
inflammatoire & cause de sa capacité de réduire la production des
cytokines pro-inflammatoires dont la supplementation de 18 g d’huile de
poisson pendant 6 semaines réduit significativement la production d’IL-1
et TNF-a par les cellules mononucléaire stimulé. (PBMC). (64), (52).
Ceci révéle bien qu’il y a nombreuses voies dans lesquels la nutrition
peut affecter les réponses des cytokines dont la synthése des cytokines
proinflammatoires est supprimé par supplementation des PUFA n-3 chez
des volontaires normales (138a). De plus, il est démontré que la
consommation d’un régime riche en AGPI n-3 diminue la production
d’I1-2 chez les cellules T purifiés. (196), ainsi chez les femmes vielles

plus que des jeunes femmes (112a).

En plus, il est rapporté que AGPI w-6 dont AA et AGPI ®-3
inhibent la production du IL-1, IL-2, TNF chez les lymphocytes

humaines in vivo et in vitro. (191).

De plus, il est noté que avec l’intervention du AGPI n-3, la
production des cytokines proinflammatiores est plus sensitive que les

autres foncions des lymphocytes (137).
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En effet, P’interaction entre AGPI n-6 et AGPI n-3 est tres
compliqué et il est difficile de prédire de son impact, sachant que
chaque effet peut munir une stratégie nouvelle sur la manipulation des
compositions cellulaires afin d’influencer la réponse et la fonction

cellulaires dans désirable voie. (123).

Par ailleurs, 1’addition d’insuline au milieu du culture contenant
AGPI combiné, de série n-3 ou celui de AGPI n-3 et AGPI n-6,
augmente significativement le taux de prolifération chez les témoins et
DNID mais cette augmentation n’altére pas I’effet suppressive du PUFA.
Par contre, la concentration d’Il-2 tend & diminuer en comparant a ceux

sans insuline.

On note aussi que 1’addition du AA au PUFA n-3 combiné stimule
la lymphoprolifération des lymphocytes T chez les témoins (+4%), les
DNID (+3%) et les DID (+2%) respectivement.

De plus, cette stimulation s’augmente en présence d’insuline pour
arriver a 6% chez les témoins, 4% chez les DNID et 3% chez les DID.

On observe aussi que ’augmentation du taux de prolifération
s’accompagne au diminution en la concentration d’IL-2, ce qui indique
qu’il y a d’autre mécanisme influence la lymphoprolifération sans

I’intervention d’IL-2.

Ainsi, il a été observé que ’apport d’un régime riche en huile de
poisson protége les animaux (rats) contre une hyperlipidémie et
linsulinorésistance des adipocytes. (41). Les mécanismes exactes qui
permet au AGPI de diminuer la résistance au insuline ne sont pas
connues. Certaines possibilités inclus ¢a aux 1’augmentation dans la

fluidité membranaire.
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Paralléllement, 1’insuline a tendance a augmenter 1’activité de A° et
A’ desaturases ; ce qui permet d’augmenter la formation de AGPI,

ensuite ¢a a son tour, augmente 1’action d’insuline par 1’augmentation du
nombre des récepteurs d’insuline sur la membrane cellulaire et ainsi qu’a
’affinité d’insuline & ses récepteurs. (41). Donc il existe une relation
entre ’insuline et la quantité d’enzyme activé en plus au durée de 1’effet
d’insuline; I’augmentation observée des désaturases aprés I’induction par
I’insuline peut étre due au activation et/ou a la synthése du novelles

enzymes (140).

D’autre mécanisme consiste a la capacité du AA, EPA et DHA
d’inhiber la synthése et la sécrétion de TNFa (facteur nécrotique) par
les lymphocytes T humaines soit in vivo soit in vitro dont il inhibe
lactivité du tyrosine kinase du récepteur d’insuline. Une mécanisme
dans laquelle les AGPIs peuvent reverse l’insulinorésistance par le
blocage d’élaboration de TNEa et d’autres cytokines pro-
inflammatoires. (41), (52), (138a).

Par ailleurs, le AGPI sert aussi comme ligand & PPARs et ce

dernier modifie la résistance a 1’insuline. (41).

Ainsi, D’effet insulinotropique des acides gras est influencé par la

longueur du chaine et par leurs degrés d’insaturatation. (185).

Dont une proportion élevé des acides gras saturés et des acides gras
trans est associée a I’insulinorésistance tandis que une proportion €levée
des acides gras polyinsaturés est associée a la sensibilité d’insuline.
(134), (84), (189).

Il est rapporté que la grande utilisation d’acides gras saturé et/ou
trans entraine un développement d’obésité avec un taux métabolique
faible, une réduction de la capacité de fixation au niveau membranaire,
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modification de la fonction du protéines en inhibant [’activité des
enzymes désaturases ce qui affecte la sensibilité a 1’insuline et conduit &
un risque élevés de diabéte de type 2 aprés quelques année; sachant que
’utilisation de 2% d’énergie des acides gras trans est associé avec 39%
d’augmentation du risque en diabéte. (84), (189), (125).

Par contre, il a été suggéré que la modification du type des lipides
et des glucides dans I’alimentation a une grande influence en améliorant

la réponse & I’insuline et réduit le risque du diabéte type 2. (84), (156).

Ainsi, dans des études faites chez I’homme démontrent qu ilya
une association entre la proportion du AGPI n-3 dans le phospholipides
des membranes squelettique et 1’augmentation en sensibilité &
’insuline(84). De plus, il est montré que les acides gras monoinsaturés et
polyinsaturés améliorent la sensibilit¢ 4 I’insuline. (156) et
particulierement, AA et DHA ont un grand effet (125) dont il est observé
que une habituelle consommation de petite quantité de poisson protége
contre le développement d’intolérance au glucose et de diabéte sucré
(188).

Néanmoins, d’autres études n’ont pas démontré une relation
significative entre la proportion du PUFA n-3 et la sensibilité 4 I’insuline
chez I’homme au contraire aux animaux (134), (156). Ces différences en
résultats peut étre due d’une part a composition du milieu de culture in
vitro, dont le changement en composition d’acides gras provoques des
changement aux niveaux du nombre et d’affinité des récepteurs a
I’insuline sur la surface cellulaire (165), (202).et d’autre part, aux
différentes caractéristiques du populations étudiés tels 1’age, sexe,
obésité, et les régimes ou habitudes alimentaire. (134), (202), (84).

Par ailleurs, Le traitement des souris non obése par des agents

immunosuppressives ou immunostimulateurs peut prévenir le diabéte par
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plusieurs mécanismes (177), appuyant sur le rOle important des
cytokines en moduler I’expression des maladies auto-immunes dont
I’administration d’IL-2 chez les souris non obése diabétiques restore la
génération des lymphocytes T et diminue I’incidence du diabéte. (161).
D’autres études rapportent que I’administration des cytokines tel IL-2,
IL-4 et IL-10 peut empécher 1’apparition du diabéte chez les souris et
chez les BB rats in vivo. (150). D’autres études montrent que 1’IL-2
exogene administré aux rats diabétiques a une petite dose (1000
unités/semaines) et avec une dose élevé (75000 unités/semaine) ne
présentent aucun effet sur le développement auto-immune du diabete (ni

prévenir et ni indice le diabéte) (22).

Par contre, autres études ont montré que I’incidence de diabéte a été
doublé lors les BB rats sont traités avec 20 pg/Kg de IL-2 recombiné
(par 2 injections inrapéritonialles /jour pendant 80 jours) (95a). D’autres
études montrent que le traitement des souris non obése et diabétique par
cyclosporine, an agent qui inhibe la production d’IL-2, est plus efficace
quand la thérapie a été commencé en état d’insulites minimals ou
absents. (177).

Enfin, le role précise d’IL-2 en initiation des maladies autiommunes
est mal compris mais la plupart des travaux suggérent que tous les deux
d’accés ou de déficience en IL-2 peut induire des maladies autoimmunes.
(22).

Il est possible que ce différence en résultats est due aux différences
en dosage de 'IL-2 et la voie d’administration (22) ainsi, la durée de la
pathologie. (140 ) |

Notre étude a pour but de voir ’effet de chaque acides gras testé sur
la composition en acides gras de la membrane lymphocytaire et les

fractions de phospholipides, triglycérides et esters de cholestérol.
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Il est démontré que la stimulation du lymphocyte T avec con A chez les
rats, provoque des changements significatifs du composition en acides
gras au niveau des fractions phospholipidiques et au niveau du lipides
neutres ol il y a une diminution de les proportions en acides stéarique,
linoléique, et arachidonique et ce avec une augmentation de I’acide
oléique (24), (218). Ces observation sont plus ou moins accord a nos
résultas dont la stimulation par con A provoque aussi une augmentation
des teneurs du EPA , DHA, et AA chez notre population témoins .

De plus , il v a une distribution caractéristique pour chaque acide
gras testé dans les différentes fractions de la membrane. Calder et
al. (1994) ont montré que 1’acide arachidonique ajouté au milieu du
culture , s’intégre principalement dans la fraction phospholipidique et
spécialement dans phosphatidylethanolamine partie (classe) (24). De
plus, I’addition d’un acide gras au milieu de culture permet d’enrichir
tous les fractions lipidiques membranaire en cet acide.

La modification du composition en acide gras dans les membranes du
lymphocytes ou d’autre cellules par la ou les acides additionné(s) ont été
mentionné dans plusieurs travaux. (183 )

Dans ce sens, 1’addition du PUFA au milieu du culture modifie la
composition en acide gras de totale lipides des cellules. (215)
De plus, I’ingestion de 2g d’huile du foie de morue pendant 6 semaines
augmente le contenu d’EPA et DHA dans les membranes d’érythrocytes
chez les hommes les plus Agées (48). Ainsi, les rats normales et
diabétiques nourris avec I’huile de marin ont montré une augmentation

des teneurs des EPA et DHA dans les membranes hépatiques (32°). En
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parallele, la composition en acides gras des phospholipides des cellules
mononucléaires chez des volontaires montrent que la supplementation
acides gras de série n-3 pendant 6 semaines provoque une augmentation
significative d’EPA  avec une réduction dans la teneur d’AA en
comparent a ceux avant la supplementation. Aprés 10 semaines de la fin
du supplementation, cette augmentation en EPA et la diminution en AA
a été continué et le rapport de AA/EPA reste toujours altéré quand
comparé aux ceux avant la supplementation. Aprés 20 semaines d’arrét
la supplementation, les teneurs en EPA et AA retournent a leur taux
initial. (52).

En revanche, la supplementation oral d’huile riche en acide
arachidonique & lui seule indique d’une augmentation significative des
teneurs en AA et EPA au niveau de la fraction lipidique du plasma.
L’augmentation du EPA peut étre expliqué par le blocage du conversion
d’EPA a DHA en présence d’exces d’AA. (127) ainsi, au niveau de la
fraction phospholipidique du foie, la supplementation avec le méme
huile d’AA augmente le taux d’acide arachidonique et diminue le taux
d’acide linoléique et DHA en comparant aux témoins (127). Donc, le
contenu en PUFA n-3 s’augmente progressivement avec un régime de
PUFA n-3, tandis que le contenu en PUFA n-6, incluant I’AA, devient
faible malgré D’existence d’une concentration constante en |’acide
linoléique qui représente le précurseur du AA. Cette observation (effet)
est plus marquée chez les macrophages que ceux de plaquettes sanguines

(195).
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Par ailleurs, la composition en acides gras des lymphocytes
humaines montrent que I’AA ensuite le DHA ont présenté en dominance
dans la classe du phosphatidyléthanolamine (PE) phospholipidiqlie (16).

La supplementation de 3 g de DHA et EPA chez les sujets sains
peut induire des changements dans la composition en acides gras
d’érythrocytes est aussi peut changer la distribution des classes en
phospholipides (143), dont le grand changement se voit au niveau des
fractions de phosphatidylcholine (PC) et de phosphatidyléthanolamine
(PE) du phospholipides d’érythrocytes ou augmente le taux du EPA et
DHA au niveau du PC (143). |

Cependant, Les altérations lipidiques sont plus pronbncées sur le
coté extérieur de la membrane ou la fixation sur les récepteurs et
’activité enzymatique sont localisés, ce qui donne une explication a
’augmentation d’insulinorésistance avec le diabéte et 1’obésité. (125).

Le taux d’apparition ou de disparition des acides gras n-3 dans les
fractions de PC et PE de phospholipides des érythrocytes est différentes
dont la lente disparition des acides gras n-3 est observée au niveau du PE
qui est localisé dans la couche interne du membrane; pour cela, les
processus de renouvellement des acides gras par acylation de
lysophospholipide est lente (143). Par contre, PC est localisé
principalement dans la couche externe du membrane ou le taux de
changement du composition en acides gras du PC au niveau des
érythrocytes dépend au taux de changement du composition en acides
gras du PC au niveau des lipoprotéines plasmatiques qui est relativement

rapide (143).
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Des auteurs ont montré qu’il y a une relation positive entre le contenu
total des acides gras n-3 dans les lipides de plasma et le taux de DHA et
de EPA supplémenté. De plus, 1’augmentation du taux total du AGPI n-3
spécialement DHA et EPA ont montré que DHA était préférentiellement
incorporé dans le phospholipide et le triglycéride et un peu dans EC,
tandis que EPA est préférentiellement incorporé dans le PL et EC dans
le lipide plasmatique. Ainsi, la proportion d’EPA en lipide plasmatique,
plaquettes sanguines et membranes érythrocytes sont aussi augmentées
par la supplementation en DHA et la proportion d’acide linoléique
- s’augmente en les plaquettes sanguines et les membranes d’érythrocytes
lors la supplementation avec 1’huile de DHA. Ces résultats suggerent la
rétroconversion de DHA en EPA (212).

- Le profil des acides gras montre des grandes différences en
composition d’un tissue & un autre, s’expliqué par différents mécanismes
d’incorporation les acides gras en phospholipides et ainsi par différents
profils de désaturation et élongation. (108°).

Il est trouvé que les lymphocytes des thymus sont plus résistants aux
variations des régimes (supplementation) lipidiques que les lymphocytes
spléniques (16). De plus, les cellules mononucléaires périphériques
sanguines sont résistantes aux changements du composition en acides
gras plus que le plasma lipides. (123).

Ainsi; la composition en phospholipides des plaquettes sanguines
sont plus résistants aux variations des régimes alimentaires en comparant

aux cellules péritoniales des macrophages et plaquettes (195).
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En conséquence, la proportion entre AA et DHA différe selon
différents types des cellules cultivées. Le rapport du DHA/AA est plus
bas en plaquettes que les monocytes et les érythrocytes. Ceci indique
qu’il existe des différences métaboliques intn'nséqués dans divers
cellules jouant un réle dans la détermination de la proportion du AGPI
des séries n-3 et n-6, en plus, d’un certain degré de spécialisation est
possible relié aux aspects fonctionnels. Par exemple, 1’existence d’une
proportion é€levée d’AA est lié au processus des eicosanoides, en
revanche, la proportion élevée en DHA existe dans les cellules excitables
(155).

Les changements des compositions en acides gras a été observés
ainsi chez les hommes et les animaux diabétiques. Sachant que le diabete
expérimental est associé avec altération en conversion de 1’acide
linoléique a I’acide arachidonique. Ces changements et d’autres
altérations én composition des acides gras du membrane plasmique et du
membrane hépatique et d’autres tissus en diabéte, peut contribuer aux les
altérations du fonction immunitaire trouvée chez les diabétiques ou le
diabéte est accompagné généralement d’une basse réponse de cellules T
(180). 11 est rapporté que la proportion de ’acide linoléique s’augmente
par contre, son métabolite (AA) se diminue dans le sérum et les lipides
membranaires chez les diabétiques de type 2 (165).

En paralléle, la conversion de ’acide linoléique a AA est alteré chez les
diabétiques de type 1 mal contrdlés (203).
La relation entre certains composition en acides gras dans le sérum

et le risque de développement de DNID peut-étre attribué aux facteurs
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nutritionnels en plus aux modifications génétiques des enzymes ; ce qui
explique la modulation des compositions en acides gras et la sensibilité a
I’insuline. (16). |

Ainsi, il est rapporté un inverse est significatif corrélation entre
divers indices glycémiques (concentration du glucose, HbA;c et les
fructosamines) et ’habilité du longue chaine AGPI chez les diabétiques
adultes (194).

La composition en acides gras des EC du sérum refléte les qualités
moyennes des lipides consommés pendant plusieurs semaines il est
trouvé une relation positive et significative entre le contenu des acides
gras dans le régime et la proportion des acides gras en EC du serum;
ainsi, entre proportion des acides gras dans le sérum EC et le sérum
phospholipide. (211). Ainsi, ils ont trouvé que les changements des
compositions en acides gras des membranes d’érythrocytes sont en
paralléle avec ceux des lipides du sérum (203) et le méme chez les
PBMCS (123).

De plus, il existe une relation directe entre la composition en
phospholipides membranaires d’érythrocytes et son comportement sur la
rhéologie (agrégation des globules rouges) (100).

La supplementation avec des régimes riche en EPA aux hommes
volontaires augmente significativement la concentration d’EPA dans les
membranes des cellules mononucléaires périphériques ainsi il y a un
petit changement dans la teneur du DHA.. En revanche, I’augmentation
en EPA s’accompagne par une réduction dans la proportion du AA.

Cette augmentation s’accompagne a tendance d’incorporer le EPA dans
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les plasma phospholipides et le cholestérol ester des membranes des
cellules mononucléaires périphériques sanguines. (123).

Ainsi, le contenu en AA dans les phospholipides de cellules
péritonéale des animaux consommant un régime riche en PUFA n-3 est
significativement diminué en comparant aux témoins. (195).

En effet, la réduction dans le contenu de divers acides gras
insaturés dans les animaux diabétiques par 1’alloxan, peut étre causé par
la peroxydation des lipides et le faible contenu en AA chez les groupes
animaux qui ont traité avec MAX EPA et Phuile de poissons concentrés
peut-8tre causés par 1’action inhibitrice d’EPA et DHA sur le
métabolisme de 1’acide linoléique et son remplacement par EPA et
DHA.(127). Chaque effet peut offrir une nouvelle stratégie pour la
manipulation sur la composition cellulaire afin d’influencer les réponses
et les fonctions cellulaires au disérable direction (215).

Les cellules sont des outils utilisables a comparer 1’état in vivo
avec le systéme désigné a évaluer les acides gras soit singulier soit
combiné sur la fonction immunitaire in vitro (215). |

Afin d’étudier les ranges .des doses, préférablement d’utiliser un
seul acide gras pour identifier la dose optimale (82). Il est préférable de
mesurer les effets de doses — réponse, car le contenu cellulaire en acide
gras croit proportionnellement aux quantités des acides gras munis dans
le millieu du culture (215). Il est rapporté que une concentration élevées
du PUFA n-3 dans l’alimentation des Rats réduit le risque de
développement d’insulinorésistance et la consommation habituelle

d’huile de poisson est suggérée pour protéger contre le développement
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du DNID chez les populations les plus agés (211). Ainsi, PUFA -3 a été
proposé¢ a modifier les fonctions immunologiques comme ’effet de
vasodilatation et les propriétés Anti- agrégations. (215).

De plus, I’huile riche en acide arachidonique peut
significativement atténuer le développement du diabéte induits par
alloxane chez les rats wistars dont Le prétraitement avec ’huile d’AA
avant ’administration d’alloxane apparait plus effectif que celles
administrées simultanément pour empécher le diabéte (127). Aussi, la
consommation é€levée du n-3 PUFA conduit aux progressives
augmentations dans le contenu du PUFA n-3 avec ﬁne réduction dans le
contenu du PUFA n-6 chez les PL des cellules péritonéales (195).

Parallelement, une dose élevée de EPA et DHA peut remplacer
I’AA dans les tissus ce qui conduit a réduire le taux d’AA. Ainsi, EPA et
DHA peuvent inhiber aussi la conversion de 1’acide dihomo-y- linoléique
au AA en suppressant l’activité des enzymes A-5 désaturase et le
métabolisme du AA aux eicosanoides (127).

En plus, cette effet de réduction en AA due au similarité
structurelle dont PUFA n-3 peut remplacer I’AA du tissue de pL par
compétition pour acylation du voie pathologique (195).

Des changements majeufs ont apparu dans la composition en
acides gras des PL des leucocytes méme en petite dose de Max EPA ou
la proportion d’acide linoléique est plus élevée chez le groupe recevant
une dose élevé du Max EPA en comparant au témoin, ainsi il a apparu
que le pourcentage d’EPA dans la fraction du phospholipides s’augmente

d’une maniére dépendante au concentration d’EPA consommé (81).
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Il est noté que une grande doses d’acides gras n-3 est cliniquement
ineffective tandis que petite dose apparait cliniquement effective qui
peut augmenter le taux d’AA, ce qui permet de conclure que tous les
deux groupes d’acides gras n-6 et n-3 sont nécessaires pour une structure
et une fonction normale de la membrane (82).

De plus, ’effet de petite dose d’EPA sur la membrane cellulaire
des globules rouge (et bien slir d’autre membrane) augmente le taux
d’AA et n’est pas le diminué (82). Ainsi, la grande dose d’EPA inhibe
I’immunité cellulaire par contre une petite dose n’affecte pas (81).

En effet, une dose élevée du AGPI n-3 (EPA et DHA) est
immunosuppresseur qui correspond a 10 % de 1’énergie alimentaire. Ce
pourcentage est plus élevé que celui trouvé dans I’alimentation humaine
qui correspond de 5 & 6 % de I’énergie alimentaire chez les Eskimos
(81).

D’autres exemples de crétois, qui ont mangé une concentration élevée du
acides gras ®-3 ont un taux élevé en AA en leur sang (82). En effet,
petite ou moyenne dose d’EPA augmente le taux membranaire en AA.

Ainsi, I’'un des mécanismes possibles pour cette augmentation est
par inhibition du phospholipase surtout PLA2 (82) qui est libéré I’AA
de la phospholipide membranaire (152).

En effet, beaucoup de littérature sur AGPI n-3 peut étre besoin a
réévalué en prenant en considération la relation entre 1’effet biologique
et la dose ol les animaux nourris généralement avec une grande dose de

AGPI n-3 (5-20% d’alimentation). (82).
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Finalement, a but d’assurer 1’effet de 1’acide gras sur le métabolisme et
la fonction immunitaire, une concentration de 25 uM ou plus est bien en
dans le rangs physiologiques (30 pM — 130 uM ) (215).

Donc il faut définir la concentration du PUFA n-3qui permet de fournir
Peffet anti-inflammatoire et minimise la réduction de I’immunité

cellulaire(112a).
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CHAPITRE III

Détermination de la composition en acides gras des
phospholipides au niveau des membranes érythrocytaires chez
les diabétiques de type 1 et type 2



INTRODUCTION



Introduction

Les lipides jouent un role clé dans la détermination de la fluidité

membranaire et les changements en composition lipidique entrainent des
altérations importantes sur les fonctions cellulaires (143).
De plus, Les modifications du métabolisme lipidique ont été largement
discuté en diabete sucré (149) dont La composition en acides gras des
membranes érythrocytaires a été altéré (98). Ces désordres lipidiques
sont reconnu comme un indicateur de risque pour I’artériosclérose (214)
et intervenir dans le pathogeénese des lésions arthérosclérotiques(149) en
accumulant les lipides dans le paroi des vaisseaux sanguines (214).

Par ailleurs, Le membrane du globule rouge est essentiellement un
exemple des membranes plasmiques, qui ont des compositions tres
similaires & ceux du endothélium vasculaire. En effet, si la membrane
érythrocytaire est affectée par le diabéte ou 1’ obésité, I’endothélium peut
étre aussi affecter conduisant a dysfonctionnement vasculaire.(125).

Ainsi, Les changements des composition en acides gras
d’érythrocytes sont similaires avec ceux des lipides du sérum (203).
Cependant, les phospholipides et les esters des cholestérols du plasma
ainsi le PC et PE des membranes érythrocytaires sont corrélés avec les
composition lipidiques des autres membranes cellulaire, ce qui permet
d’étudier par les analyses lipidiques des plasma et des membrane
d’érythrocyte les effets des acides gras supplémenté par 1’alimentation
(144).

De plus, La membrane d’érythrocyte forme une barriére entre le

plasma et le contenu intérieure des cellules ol approximativement,sa
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moitié du poids de la membrane d’érythrocyte humain est constitué des
lipides qui sont formé deux feuillets. Par ailleurs, le membrane contient
des pompes et des canaux pour faciliter les mouvements du
sodium,potassium et calcium ainsi facilité le transport du glucose et
d’autre petites molécules.(98),(144)

Les diabétiques de type 1 et type 2 préséntent désordres dans le
fonctionnement cellulaire qui se résume par une réduction de la
déformabilité d’érythrocyte conduisant a réduire ’influx sanguin avec
une augmentation dans la viscosité du sang qui est corrélé avec les
microangiopathie.(98) ainsi, provoque une augmentation des protéines
glycqué et la peroxydation des lipides(106).

Lors du diabéte, ’exposition longtemps des membrane d’érythrocyte
aux stress conduit & une augmentation de la lipoperoxidation de la
membrane qui provoque une réduction dans la vie cellulaire
(hypercoagulabilité,et augmente ’adhésions aux cellules
endothéliales).(149). _

L’altération du quantité des antioxydants chez les diabétiques peut
augmenter la lipoperoxidabilité.(149) Le changement peroxidative de le
composition lipidique du membrane d’érythrocyte peut causer des
perturbations sanguines qui jouent un rdle important de 1’altération du
flux microvasculaire et peut provoquer des complications chez les
patients diabétiques .1a plupart des dysfonctionnements de la membranes
d’érythrocyte est due au stress oxydatif qui entraine une augmentétion
dans les produits finals des acides gras peroxydé (AGPI) tel le
malondialdehyde (112).
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Lors du diabétes, nombreuses anomalies sangﬁins sont rapportés
(56).Ces perturbations dues aux.altération du composition lipidiques des
membranes. d’érythrocytes et/ou fluidité membranaire.(56) 1l est reporté
que il y a une augmentation du rapport du cholestérol /phospholipide
chez les érythrocytes diabétiques ce qui diminue la fluidité (113).

Ainsi, une réduction de I’activités de ’ATPase Na'-k' a été
observé dans le membrane érythrocytaire des diabétiques de type 1 et
type 2 . La réduction observé dans I’ activité du ATPase Na'-k' peut étre
relié a altération qualitative de composition en phospholipide
membranaire.(113) La différence des résultas ‘dans la littérature
concernant la composition lipidiques d’érythrocyte lors du diabéte peut
étre due a = la méthodologie de sélection des patients et les méthodes
d’analyses utilisées.(98),(214).

Finalement, dans ce chapitre on a essayé de mettre en évidence les
modifications touchant la composition du phospholipide des membranes

érythrocytaires chez les diabétiques de type 1 et type 2.
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Matériels Et- Méthodes

I- Prélévements et traitements des échantillons

Les prélévements de sang se font comme il a décrit précisement
en chapitre 2. Aprés I’isolement du lymphocytes par la méthode décrit
par Hay et Westwood (2002) et 1’élimination du isolymph (solution de
séparation), un volume de 3 ml du culot sanguin a été récupéré dans une
autre tube. Le culot obtenu est-levé 3 fois de suite avec une solution
tampon isotonique & pH =7.8 contenant (150mM NaCl, I1mM EDTA,
10mM Tris). Ensuite, une hémolyse des globules rouges est obtenu
grace une solution tampon hypotonique pH =7.8 contenant (7mM NaCl,
71mM EDTA, 10mM Tris).

Apres une centrifugation a 3000 tr/min pendant 15 min et lavage

avec I’eau distillé, les membranes sont récupérés sous formes du culot.

II- Détermination des la composition en acides gras des

phospholipides des membranes

L’extraction de lipides membranaires se fait par la méthode de
Bligh et Deyer (1959) en utilisant un mélange du méthanol:
chloroforme : chlorure de sodium (1:1:0.9,V:V:V) avec 0.01% (P/V) du

BHT comme un antioxydant .

Aprés 1’évaporation totale du solvant, les phospholipides sont
séparés du lipides totaux par une chromatographie sur couche mince.
Une concentration par référence au standard interne (acide heptanoique,
17:0) a été ajouté a chaque fraction phospholipidique. Apres une
saponification et méthylation, la composition en acides gras est
déterminée par une chromatographie en phase gazeuse comme il a été

déja mentionné en chapitre 2.
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L’indentification des acides gras est réalisée par comparaison de

leurs temps de rétention avec ceux de standards d’acides gras.

III- Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + ES
(standard erreur). Aprés analyse de variance, la comparaison des
moyennes entre les diabétiques et les témoins est réalisée par le test « t »
de student. On utilise le test « t» indépendant pour comparer entre les
diabétiques et témoins d’une part et entre les diabétiques de type 1 et

type 2 d’autre part.

La valeur P est significativement différentes quand P<0.05 et

hautement significative P<0.001.

Tous les analyses sont réalisés & 1’aide d’un programme statistique
informatisé SPSS (Chicago, 2001, USA).
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Résultats et Interprétation

I- Composition en acides gras des phospholipides des
membranes des globules rouges

I-Teneurs en acides gras saturé

Aucun différence significative n’a été observé pour les teneurs en
acides gras saturés entre tous les groupes étudiés (diabétiques et non
diabétiques). Par contre, une augmentation significative en [’acide
myristique (C14:0) a été observé chez les DNID : comparés aux témoins
(P<0.05). (figure IIL.1)

2-Teneurs en acides gras monounsaturés

Une augmentation significative des teneurs d’acides oléiques
(C18:1-n-9) a été observé chez les DNID comparés au témoins (P<0.05)
ainsi entre les deux groupes de diabétes type 1 et type 2 (P<0.05).

Les résultats sont représentés sur la figure I11.2
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Figure IIL.1 : Concentrations moyennes des acides gras saturés(C14 :0, C16 :0 et

C18 :0) des phospholipides membranaires d’érythrocytes chez les Témoins, DID

et DNID. Les valeurs sont exprimés en mg/150 mg des lipides mer_n_xbranéire.

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre :
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001
DID et DNID: # P< 0.05; ## p<0.001.
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Figure IIL2: Concentrations moyennes des acides gras monoinsaturés(C18:1)

des phospholipides membranaires d’érythrocytes chez les Témoins, DID et

DNID. Les valeurs sont exprimés en mg/150 mg des lipides membranaire.

Chaque valeur représente la moyennetx ES. La comparaison significative entre:
témoins et DID: *p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001
DID et DNID: # P< 0.05; ## p< 0.001.
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3-Teneurs en acides gras polyinsaturés n-6

Une diminution significative d’acide arachidonique (C20 : 4 n-6) a
été noté chez les DIND comparés aux témoins (P<0.05) et au DID
(P<0.05). de plus, les teneurs en acides gras PUFA n-6 chez DNID sont
significativement plus faibles que les DID (P<0.05).

Les résultats sont représentés sur la figure I11.3.

4-Teneurs en acides gras polyinsaturés n-3

Une augmentation significative des teneurs en acide «-linolenique
(C18: 3 n-3) a été observé chez les DNID comparés aux témoins

(P<0.05). Par contre, une diminution significative en teneurs des acides

eicosapentaénoiques (P<0.05) et docosahexapentanoiques (P<0.001)
chez les diabétiques de type 1 et type 2 comparés aux témoins.

Les résultats sont regroupés sur la figure [11.4.
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Figure II1.3: Concentrations moyennes des acides gras polyinsaturés n-6(C18:2

et C20 :4) des phospholipides membranaires d’érythrocytes chez les Témoins,

DID et DNID. Les valeurs sont exprimés en mg/150 mg des lipides

membranaire.

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre :
témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001
DID et DNID: # P< 0.05; ## p< 0.001.
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Figure II1.4: Concentrations moyennes des acides gras polyinsaturés n-3(C18:3,

C20:5 et C22 :6) des phospholipides membranaires d’érythrocytes chez les

Témoins, DID et DNID. Les valeurs sont exprimés en mg/150 mg des lipides

membranaire,

Chaque valeur représente la moyennex ES. La comparaison significative entre:

témoins et DID:*p <0.05;**p< 0.001, témoins et DNID:+p <0.05; ++p<0.001

DID et DNID: # P< 0.05; ## p<0.001.
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Discussion

La composition en acides gras des nutriments a un impact majeur
sur la composition en acides gras des plasma ou plaquettes sanguines et
les membranes érythrocytaires. (212), (82), (125).

De plus, altération en composition en acides gras du membrane
d’érythrocyte est reliée & plusieurs pathologies et 1’occurrence du diabéte
(158).

Les résultats obtenus ont montré que les concentrations des acides
gras polyinsaturés sont plus affectés chez les DNID ainsi que les DID
comparés au témoins. Des résultats similaires ont été reportés par
d’autres études chez les DNID (40) et les DID (202).

11 est observé chez les diabétiques que le taux des lipides peroxydés
est élevés, cela indique que la dénaturation du formation du AGPI peut

étre due a ces radicaux (40).

En plus, il n’y a pas des différences significatives entre la somme
des acides gras saturés chez les diabétiques de type 1 et 2 en comparant
aux témoins. On observe ainsi que les DNID ont une concentration élevé
en 1’acide oléique par rapport aux témoins et DID dont I’acide oléique
est le principale caractéristiques du régime méditerranéen; Ce qui
explique que chez les DNID la consommation généralement & base
I’huile d’olive, riche en acide oléique, suivant a les recommandations des
leurs médecins en évitant les acides gras saturés tel les graisses
d’animaux. Ces dernieres résultats sont en accord avec d’autres études
(92), (93).

En effet il est rapporté que la nette réduction du taux d’insuline peut
offrir cette dénaturation soit comme conséquence & 1’insulinorésistance

et/ou au la déficience en insuline (qualitative et/ou quantitative). (40).
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De plus, ’augmentation de l’acide «- linolénique limite la
synthése d’AA par ’inhibition du A6 désaturase, ainsi A6 désaturase

peut étre inhiber par I’hyperglycémie observé chez les diabétiges. (92).

Plusieurs études ont montré que 1’activité du A6 désaturase a été
réduite chez le diabéte expérimental ainsi que les deux types du diabete
sucré chez ’homme. (92), (202), (194).

Cependant, le changement des composition en acides gras peut étre
lui-méme responsable de cette état chez les diabétiques. Par ailleurs, les
acides grasApeuvent influencer ’action d’insuline tant que ils sont des
précurseurs des eicosanoides (AA et EPA) ce qui permet d’augmenter le
taux du prostaglandines E1 (PGE1), prostacycline (PGI2) et PGI3 qui
sont des fortes antiagrégant et vasodilatateurs, ce qui empéche le

thrombose et ’artériosclérose d’apparaitre. (40).

En effet, il est suggére que les altérations observés au niveau des
érythrocytes des diabétiques sont due partiellement aux modifications
dans la composition des lipides et/ou a la fluidit¢ membranaire car la
fluidité est généralement influencé par la relative concentration en
cholestérol et phospholipides, la composition en phospholipides ainsi la
longue et la structure des acides gras. (214), (92), (144).

Plusieurs études d’analyses la composition en acides gras des
érythrocytes ont montré des résultats contradictoires. Des auteurs ont
trouvés une faible concentration en acide stéarique et acide palmitique au
niveau des érythrocytes des DNID tandis que I’AA reste inchangeable.
(98).
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D’autres études rapportent que une faible concentration de I’acide
linoléique a été trouvé au niveau des phospholipides membranaires du

globule rouge avec une concentration élevées des AA. (134).

Par contre, chez les diabétiques DNID tunisien, il y a une
augmentation du concentration de [’acide ¢ —linolenic et I’acide
myristique. (92) d’ot, il est possible que le changement du composition
en phospholipide est inclus dans la pathogénécité du diabéte
spécialement type 2 (40).

Par ailleurs, d’autres études ont suggéré que la variation de la
sensibilité a I’insuline est reliée au contenu du membrane cellulaire en
AGPI dont ils ont montré que la diminution de la sensibilité a 1’insuline

est associé au concentration du AGPI (40).

Il est rapporté aussi que le traitement des diabétique avec I"huile de
poisson riche en n-3 AGPI peut étre réussir a traiter ce déficience en
AGPI n-3. (212), (202) ou la quantité et la degré d’une saturation des
acides gras jouent un rdle important en déterminant les propriétés
physiques des membranes, la fluidité, perméabilité et le fonctionnement
des récepteurs et 1’attachement des enzymes membranaires (110), (158).
Ainsi, Il est rapporté que I’AA est augmenté dans la membrane
d’érythrocyte avec une petite dose d’EPA. (82).

Enfin, I’altération dans le profil des acides gras peut jouer un role
en diminuant la déformabilité cellulaire dont la capacité d’érythrocytes
d’entrer et passer dans les petites capillaires est réduite, entrainant un
occlusion vasculaire et ischémie. (98). Ainsi, la modification de la
composition lipidique en membrane peut influencer significativement la
flexibilité mécanique de la globule rouge et la perméabilité membranaire
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passive des cations (Na*, K*, Ca?"). (98). Chez les DID ainsi les DNID, il
y a une diminution dans ’activité du pompe de sodium au niveau
érythrocytaire. (191). De plus, la modification structural de la membrane

plasmique affecte aussi 1’absorption du glucose. (188).

Finalement, la composition en acides gras des phospholipides des
globules rouges sont corrélé au taux des lipides supplémenté qui se
refléte sur la composition du membrane. (158) ainsi, les changements au
niveau du phospholipides érythrocytaires peut attribuer a 1’effet du
diabéte lui-m&€me et peut étre normaliser par les régimes et les

- traitements en hypoglycémiant (158) ou insuline (113).
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Conclusion Générale

Nos résultats montrent que le métabolisme lipidique, glucidique et

protéique est profondément perturbé par le diabete sucré.
Au niveau sérique, il y a une augmentation significative de glycémie et
HbA 1c chez les diabétiques de type 1 et 2 et d’une concentration élevée
d’insuline chez les diabétiques de type 2 comparé aux témoins, par
contre I’insulinémie se diminue chez les DID.

Le profil lipidique sérique du CL, TG sont augmenter chez les
DNID tandis que les protéines totales montrent une abaissent significatif
chez les DID. v

De plus, le diabéte provoque des altérations au niveau des
différentes fractions lipoprotéiques chez les DNID, il y a une
augmentation des TG au niveau des différentes fractions du lipoprotéine
en plus, le PT et les masses au niveau du VLDL et CL au niveau du
LDL. Par contre, chez les DID, il y a une augmentation en CT, PL et la
masse du LDL et le TG du HDL 3 tandis que une diminution du PT au
niveau du HDL2 et HDL3 ainsi le PL. du HDL2 chez les deux types de
diabete. |

Il est observé aussi que le faux de cholestérol des LDL est diminué
chez les DNID comparé aux témoins.

Par ailleurs, nous avons étudié I’effet du diabéte sur les
lymphocytes T comme un représenteur du systéme immunitaire pour
détecter les modifications faites par le diabéte sucré.

Pour cela, les lymphocytes isolés des témoins et des deux groupes

de diabetes de type 1 et type 2 sont cultivées dans différentes incubation
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pour tester 1’effet proliférateur et la concentration d’IL-2 produite dans
chaque milieu.

Les fésultats obtenus montrent que I’indice de prolifération est
significativement diminué chez les diabétiques de type 1 et de type 2
comparé aux témoins qiland les lymphocytes sont incubé avec Con A.
Par contre, il n’y a pas de différence significative entre les diabétiques et
les témoins dans la culture initiale ( sans mitogéne). En plus, I’addition
d’insuline au milieu de culture augmente significativement ’indice de
prolifération (P1) chez les témoins et les DNID mais PI reste toujours
basse chez les diabétiques que témoins.

La diminution du pouvoir proliférateur chez les diabétiques peut
rendre 4 un effet intrinséque dans les lymphocytes & cause de diabéte.
Par contre, la production d’IL-2 est plus élevé chez les lymphocytes
stimulés par Con A dans tous les groupes des témoins et diabétiques
comparés au culture initiale.

En présence d’insuline, les lymphocytes des témoins montrent un
taux élevé de prolifération et une faible concentration d’IL-2 produite
comparés a ceux en absence d’insuline. Par contre aucune différences
significatives au niveau d’IL-2 produites chez les diabétiques. A partir
de ses résultats on peut conclure que Iinsuline augmente la
lymphoprolifération d’un mécanisme différent que celle d’intervention
dIL-2. |

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) de série n-3 et n-6 inhibent
la lymphoprolifération chez tous les groupes étudiés cependant, la

grande inhibition de PI se fait par EPA ensuite AA et DHA
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respectivement chez tous les groupes mais les témoins subis a la plus
grande inhibition. En plus, les AGPI n-3 et n-6 ont inhibé la production
d’IL-2 chez tous les groupes étudiés tandis que le I’AA est le plus fort
inhibiteur ensuite le DHA et I’EPA.

Ainsi, on trouve que la grahde inhibition se fait chez les témoins puis les
DID et les DNID. _

Les effets d’inhibition différents entre ’indice de prolifération et le taux
d’IL-2 synthétisé permet de déduire que les AGPI ont inhibé les
fonctions des lymphocytes par d’autres mécanismes que celle de la
production d’IL-2. De plus la combination entre différents AGPI de série
n-3 et n-6 permet d’augmenter le PI en présence d’insuline de 4 % & 6 %
chez les témoins, de 2 % a 3 % chez les DID et de 3% a 4 % chez les
DNID. Cette faible sensibilisation du AGPI a l’insuline peut étre
améliorer en cherchant la dose et le rapport optimal entre les AGPI n-3 et
AGPI n-6. ’

En outre, enfin d’approfondir nos connaissances sur les variations
lipidiques au niveau du membrane lymphocytaire, on a analysé la
composition en acides gras des différentes fractions de membrane des
lymphocytes : PL, TG et EC chez les témoins les diabétiques de type 1
et type 2. |
On observe qu’il n’y a pas une différence significative entre l’acide
linoléique dans les différents milieu de culture en présence de DHA ,
EPA ou AA comparés a ceux en absence de AGPI (puit2) chez les trois
groupes étudiés. Ce qui peut expliquer par I’absence d’insuline en milieu

de culture provoque 1’accumulation de ces acides gras (C18 : 2n-6) dans
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la membrane plasmique des lymphocytes. Ces acides gras sont les
précurseurs des AGPI dont la synthése des AGPI se fait par AS et A 6
désaturases qui sont dépendant a ’insuline.

On observe ainsi que la Con A augmente le taux des AGPI au niveau du
PL fraction des lymphocytes stimulés chez les diabétiques et les témoins
par rapport aux cultures initiales.

On a trouvé ainsi que 1’ acides linoléique s’inteégre principalemént dans
les fraction de phospholipides et de EC par contre I’acide « -linoléique
s’intégre en dominance dans les fractions de PL et TG que les EC.

| I’addition d’un acide gras au milieu de culture enrichit les
différentes factions lipidiques de PL, TG et EC en cet acide chez les
témoins ainsi que chez les diabétiques .

On note que !’addition d’EPA au milieu de culture diminue la
proportion d’acide arachidonique dans la membrane plasmique ce qui
peut expliquer par la compétition entre les deux séries de n-3 et n-6.

En plus, ’analyse de la composition en acides gras des membranes
d’érythrocytes montre que aucun différence significatif n’a été observé
pour les teneurs en acides gras saturés pour tous les groupes par contre, il
y a augmentation significative des teneurs d’acide oléique chez les
DNID comparé aux témoins ce qui peut &tre expliquer par le
remplacement des aliments riches en acides gras saturés par ceux en
acides monoinsaturés.

De plus, il y a une diminution significative d’AA chez les DNID

comparé aux témoins.
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A 1la fin, une diminution significative des EPA et DHA a été observé

chez les diabétiques comparé au témoins.

De ces résultats montrent que les DNID ont les grandes parties des

changements au niveau du PL de la membrane érythrocytaire.

Enfin, on peut conclure que le diabete touche toute les cellules et
les systémes de Porganisme ce qui oblige & nous de continuer la

recherche pour arréter cette maladie.
Notre travail nécessite d’approfondir la recherche sur la dose optimale
d’acides gras polyinsaturés qui peut régler cette maladie sans réduire

d’autres acides tel AA qui est nécessaire a la santé. Ainsi, sur 1’effet des

AGPI sur les lymphocytes in vivo.
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Abstract

Dietary lipid manipulation may affect a great number of immune parameters, such as lymphocyte proliferation, cytokine
synthesis. In this study, lymphocytes of diabetic type 2 were incubated with different polyunsaturated fatty acid (docosahexaenoic,
eicosapentaenoic, arachidonic acid) for investigated their effect on lymphoproliferation response, the concentration of interleukin 2
produced in each essay and phospholipid fatty acid composition of lymphocyte membrane.

Our results found that the concanavalin A and insulin increase significantly the proliferative response whllc eicosapentaenoic,
arachidonic and docosahexaenoic acid inhibited that by different degrees: 47%, 37% and 19%, respectively, for healthy subjects and
39%, 29% and 13% for diabetes. However, the concentration of IL-2 produced in presence of either docosahexaenoic,
eicosapentaenoic or arachidonic acid was significantly reduced by 36%, 32% and 39%, respectively, in controls while 16%, 15%
and 23%, respectively, in diabetics.

On the other hand, the tested fatty acids demonstrated a major impact on the fatty acid composition of different phospholipid
fractions of lymphocyte membrane but these fractions were different in their response to each fatty acid examined. For instance, the
addition of docosahexaenoic acid to culture media was accompanied with a predominant composition of docosahexaenoic acid in
phospholipid fractions.

Also, our results showed a notable increased proportion of arachidonic, eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids in control

phospholipid fractions than those of diabetic.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The capacity for nutrients to modulate the actions of the
immune system and to affect clinical outcome has become
an important issue in clinical practice and public health [1].
Polyunsaturated fatty acids (PUFA) such as arachidonic
acid (AA), docosahexaenoic (DHA) and eicosapentaenoic
acid (EPA), which constitute cell membrane phospholipids,
are important for many biochemical and physiological
functions [2,3]. Synthesis of AA acid and DHA occurs in
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vivo by desaturation and elongation of linoleic acid (18:2n-
6) and a-linolenic acid (18:3n-3), respectively [2].

Lipid biology plays significant roles in the normal and
pathological functioning of cells of the mammalian
immune system. In addition to the physiological require-
ment of immune cells for essential fatty acids, dietary
fatty acid modulation of the membrane composition and
functions of immune cells can affect both normal and
pathological processes. In recent years important new
concepts in immunoregulation have emerged concerning
of fatty acid nutrition on immunity [4].

Fatty acids have many diverse functions in cells; their
principal roles are as energy sources and as membrane
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constituents [3,5]. Changing the proportions of different
types of fatty acids in cell membranes may alter the
fluidity of those membranes [5,6]. Both the fatty acid
composition of plasma-membrane phospholipids [5,7]
and the fluidity of the plasma membrane are known to
affect membrane activities, such as ion and substrate
transport, receptor functioning and the activities of
membrane-bound enzymes [5,8,9].

Also, n-3 fatty acids might alter T-cell functions
[6,10]. The role of essential accessory cells in the process
of T-cell activation might be altered by dietary n-3 fatty
acids, resulting in reduced antigen processing and
presentation and changes in the production of soluble
mediators such as IL-1 or prostaglandin E2 [10].
Prostaglandin and other metabolites of arachidonic acid
are important local regulators of blood flow [11] and
inflammation [6].

In diabetes, atherosclerosis is of particular importance
whereas; disturbed lipid metabolism is recognized as one
indicator of arteriosclerosis risk [12]. Therefore daily
intake of these n-3 fatty acid may protect against
atherosclerosis and thrombosis [13,14].

In diabetes mellitus a coordinate set of metabolic
changes occurs that severely compromises the utilization
of glucose and fatty acids by the cells. The de novo
synthesis of fatty acids is diminished. This disturbance is
accompanied by a combined decrease in the activities of
the principal desaturases responsible for double bound
insertion into all three of the long-chain fatty acid
families, n-9, n-6 and n-3 [15]. The desaturation process
of fatty acids is impaired in diabetes [16]. Animal models
of diabetes have provided conceiving evidence that
development of diabetes is caused by a breakdown of T-
cell tolerance and depends on T-cell function [17].

Insulin is a potent activator of essential fatty acid
metabolism [18]. The decrease of A-6 and A-5 desaturase
activities were normalized by insulin injections in
experimental diabetic rats.[19].

The aim of the present study was to examine effect of
DHA, EPA, AA, with and without insulin on T-cell
proliferation and interleukin IT (IL-2) production, also
on the incorporation of fatty acids in phospholipids
membrane of lymphocyte.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

The investigated group included 20 patients with type
2 diabetes mellitus (10 men and 10 women), free from
recognizable diabetic complications, and 20 controls (10
men and 10 women) were selected from the outpatient
diabetes clinic of Jordan health center of sciences and
technology. Informed consent was obtained from all
subjects after the nature of the procedure was explained.

2.2. Methods

2.2.1. Blood sample

After an overnight fast, blood samples were drawn
into evacuated tubes without any additives and also into
heparinized tubes. »

Serum was promptly separated by centrifugation
(1500¢g for 15 min). An aliquot of serum was preserved
with 0.1% EDTA and 0.02% sodium azide for
lipoproteins separation and another aliquot was used
immediately for determination of cholesterol and
triglycerides concentration with enzymatic methods
using commercially available kits respectively (Syrbio,
060307038, France; Biolabo, 010321 A, France)

Blood glucose was evaluated with enzymatic kit
(Arcomex, GL151, Jordan). Insulin was evaluated using
a immunologic method (Active® insulin ELISA: DSL
10-1600, 02184, USA).

IL-2 was evaluated using Euroclone ELISA kit
human IL-2 (euroclone LTD, 0101303FB, UK). An
aliquot of heparinized blood was addressed to measure
HbAI1C by Stanbio laboratory kit (P350-050, USA).

2.2.2. Isolation of lymphocyte T

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from dilute heparinized blood by isolymph (art
7730cfb, Budenheim, Norway) density after centrifuga-
tion (800g for 20 min). The plasma was then removed by
Pasteur pipette and the buffy coat was washed three
times with Hank’s solution. After that, the cells were
resuspended in 1ml RPMI 1640 media supplemented
with 10% fetal calf serum, 2mM vL-glutamine, 20 mM
HEPES, 200ug/ml gentamicine as antibiotics and
25 ug/ml amphotericine B. Viability and count of cells
was performed using the trypan blue method. Briefly,
25 ul cells was mixed with 100 ul trypan blue stain (0.4%),
then counted under the light microscope at 400 x
magnification using an improved Cunningham counting
chamber. Cells number was adjusted to 2 x 10®cell/ml.

2.2.3. T-cell proliferation assays

Lymphocyte proliferation was performed in flat
bottomed 96 well microtiter plates by different treatment
with 30 ug/ml concanavalin A (con A, sigma grade);
40 uM of final concentration fatty acid of docosahex-
aenoic acid (DHA, sigma grade); eicosapentaenoic acid
(EPAsigma grade), arachidonic acid (AA, sigma grade)
and 20 pg/ml human insulin described as follows:

Well 1: 150 ul lymphocyte+ 150 ul RPMI

Well 2: 150 wl lymphocyte-+30 ul con A+ 120 ul
RPMI

Well 3: 150 ul lymphocyte +30 ul con A+30 ul
insulin+ 90 ul RPMI

Well 4. 150 ul lymphocyte-+30ul con A +30pl
DHA +90ul RPMI :
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Well S: 150 ! lymphocyte+30ul con A +30ul
EPA +90ul RPMI

Well 6: 150 ut lymphocyte+30ul con A +30 ul
AA+90ul RPMI

Well 7. 150 ut lymphocyte+30ul con A +30 ul
(40 uM DHA +40uM EPA)+90ul RPMI

Well 8. 150 wt tymphocyte+30pul con A +30 pl
(40 uM DHA +40 uM EPA)+30ul
insulin+ 60 ul RPMI

Well 9: 150 w! lymphocyte+ 30 ul con A +30 ul

(40 uM DHA +40uM EPA +40uM

AA)+90ul RPMI

150wl lymphocyte+ 30 ul con A+30ul

(40 uM DHA +40uM EPA +40uM

AA)+30 pl insulin+ 60 wi RPMI

Well 10:

The plate was incubated in 5% CO, humidified
atmosphere at 37°C for 72h. After incubation period,
100 ul of each well was transferred to another plate to
test the proliferation index by MTT method [20], then
10t MTT per well was added and the cultures were
incubated for a further 4 h for the dye to be metabolized.
100l of the solubilization reagent (0.04N HCI in
isopropanol) was added to each well. Microtiter plates
were then read using an ELISA reader (Dynatech MR
5000) at 580 nm.

Proliferation index (PI) was calculated as follows:

__ absorbance of stimulated cells
" absorbance of unstimulated cells

The cell remnant of first plate was collected after

washing the plate with RPMI media and centrifuged at
1000g for 10min to separate the T-cells pellet from the
supernatant, which used to determine 11.-2 concentration.

2.2.4. Phospholipid analysis of T-cells membrane

Lymphocytes were lysed with cold distilled water.
After centrifugation, the membrane pellets were homo-
genated in chloroform: methanol: NaCl 2M (1:1:0.9,v/
v/v) with BHT 0.01% (w/v) as antioxidant. Total lipids
were extracted by the Bligh and Dyer procedure (1959)
[21]. The chloroform phase was aspirated.

Spots phospholipids (PL) were separated by one-
dimensional thin-layer chromatography (TLC) on glass
plates coated with silica gel 60G (Merck) using hexane-
diethy! ether—acetic-acid (90:30:1, v/v/v) as a solvent. Spots
were visualized by iodine vapor and scraped from the
plates. Heptadecanoic acid was added to each lipid

fractions. Each fraction was transmethylated with 2ml of:

14% BF?3 in methanol at 80 °C for 15min and extracted in
hexane. The hexane extract was concentrated and injected
into a Hewlett-Packard 5890 series II gas chromatograph
(Palo Alto, CA) equipped with 30m x 0.25mm ID,
0.25 um omegawax 250 capillary column (Supelco, Belle-
fonte, PA). Dried nitrogen was used as a carrier gas (linear

velocity, 1ml/min). The initial column temperature was
50°C for 2min and the increase rate was 4 °C/min until
130°C for 2min. The temperature was 250°C at the
injection port and 300 °C at the hydrogen flame ionization
detector. Fatty acids methyl ester peaks were identified by
comparing their retention times against those of the
Supelco standard (37 component FAME mixture, Cat
No. 47885-U, Bellefonte, PA).

2.2.5. Statistical analysis

Results for fatty acids are expressed as concentration
% (mg/100mg) and the results are expressed as means
+SE. Statistical analyses were carried out with the use
of SPSS for windows, release 11 (SPSS, Chicago, IL,
USA).

Statistical evaluation of differences between the
groups was performed by z-Student test procedures.
Paired test was used to compare the difference within
group and the independent z-test was used to compare
the values of the diabetic group to those of the control
group. A P-value of less than 0.05 was considered to be
statistically significant by two tailed #-Student test.

3. Results

The clinical characteristics of the population studied
are shown in Table 1.

Body mass index, systolic and diastolic blood pressure
(SBP, DBP), and hemoglobin in the diabetics were
higher than those in control subjects, but there was no
significant difference between them.

Blood glucose, HbAlc, insulin concentration, total
cholesterol, triglyceride and LDL cholesterol were
significantly higher in diabetic groups as compared with
normal subjects (P <0.001) whereas the HDL-cholester-
ol concentration was significantly lower.

Table 1
Clinical characteristics of study subjects (inean + SE)

Characteristics Controls Diabetes type 2
No. of subjects 20 20
Male/female ratio 10/10 10/10

Age (years) 33.65+2.09 38.7+1.56
BMI (kg/m?) 25.05+0.91 27.8+0.99
SBP 117.25+1.33 115+3.44
DBP : 77+£1.59 79.25+1.41
Diabetes duration (years) — -4.25+0.51
Fasting glycemia (mmol/l) 4.3640.17 8.41+0.74
Hb (g/d1) 13.384+0.39 13.564+0.25
Insulin (UUI/mt) 7.49+0.4 10.71+0.64
HbAlc (%) 5.38£0.15 8.06+0.34
Serum triglyceride (mmol/l) 1.084-0.081 1.3640.084
Serum total cholesterol (mmol/1) 4.62+0.17 5.22+0.21
LDL-cholesterol (mmol/l) 3.1540.11 3.610.14
HDL-cholesterol (mmol/l) 1.2840.05 - 1.1240.04
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3.1. Lymphocyte proliferation in different incubations

Fig. 1 shows the proliferation activity of lymphocytes
from type 2 diabetic patients and controls under the
effect of con A, insulin, docosahexaenoic acid (DHA),
eicosapentaenoic acid (EPA) and arachodonic acid (AA)
in vitro incubation, '
~ In Table 2, the proliferation index (PI) showed no
significant reduction of diabetic lymphocytes as compared
with that of controls in basal culture without mitogen.

Using 30 pug/ml of con A as stimulant, a significant
increase in PI (22 fold for NIDDM and 29 for controls),
was obtained with significant differences between
diabetic and normal lymphocyte (P = 0.001):

The addition of insulin to culture media increased
significantly the Pl of both diabetic and controls,
respectively (P = 0.001 and 0). '

On the other hand, incubation of lymphocyte with
DHA or EPA as n-3 polyunsaturated fatty acid and AA
as n-6 polyunsaturated fatty acid inhibited the PI with
different degrees. The greatest inhibition was observed
with EPA (39%), followed by AA (29%) and DHA
(13%) for diabetic subjects and EPA (47%), AA (37%)
and DHA (19%) for healthy subjects as compared
with well 2.

The proliferative response was, moreover, signifi-
cantly reduced by each of EPA, AA or DHA in diabetic
patients as compared with those of controls (P = 0.006,
0, 0.001), respectively.

Concerning the combination between the different
fatty acid; we observed that the addition of DHA and
EPA or DHA, EPA and AA cause significant reduction
of PI as compared with these in absence of fatty acids,
respectively, by (P = 0.001, 0) in diabetic and (P =0, 0)
in controls.

The addition of insulin to these incubations raised the
proliferative response of NIDDM and controls subjects
to arrive nearly to well 2 response.

32, IL-2 productio}z in different incubations

Fig. 2 shows that there were no differences in IL-2
production between the patients with type 2 diabetes
and the normal controls (2193.754166.23 and
21504-178.25 pg/ml, respectively).

In the presence of con A (Table 3); [L-2 was significantly
increased in type 2 diabetic (3.7 fold, P = 0) as compared
with the basal incubation and (4.5 fold, P = 0) for controls
while, there was a notable decrease in IL-2 production in
the presence of insulin (8% and 25%, respectively).

" | M control
[J diabetic

well

Fig. 1. The effect of different polyunsaturated fatty acid with and without insulin on the lymphoproliferation between diabetic and normal subjects.
Results are expressed as means+SE. + P<0.05, + +P<0.00] : significant difference between controls and patient.
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Fig. 2. The effect of different polyunsaturated fatty acid with and without insulin on IL-2 production between diabetic and normal subjects. Results
are expressed as means+SE. +P<0.05, + + P<0.001: significant difference between controls and patient.
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Treatments of n-3 polyunsaturated fatty acid (PUFA)
or n-6 PUFA alone that the concentration of IL-2
produced in presence of either DHA, EPA or AA was
significantly reduced by (36%, 32% and 39%, respec-
tively) in control (P = 0.001, 0.002, 0) and (16%, 15%
and 23%, respectively) in diabetic (P = 0.03, 0.04, 0.02)
when compared with well 2. We observed also that IL-2
production in controls to be more sensitive to each
variation than those in diabetic subjects.

The same decrease pattern was found in those combined
fatty acid, whereas the combined n-3 PUFA (DHA and
EPA, well 7) was lowered by 36% in control and 34% in
diabetes. The addition of insulin to n-3 PUFA (well 8) no
significantly depressed the IL-2 production as compared
with well 7 in both of controls and patients.

On the other hand, the effect of combined n-3 and n-6
PUFA (DHA, EPA and AA) on inhibition of IL-2
production was 32% in control and 23% in type 2
diabetes compared as well 2. Also, the insulin adding to
well 10 increase significantly the inhibition of IL-2
production by 35% in control and 32% in diabetes
compared with stimulated con A well.

3.3. Fatty acid composition of PL fraction in lymphocyte
membrane presented in Table 4

In phospholipid (PL) fraction, DHA adding decrease

with high significance the concentration of palmitic
acid (P = 0.04), oleic acid (P = 0) and arachidonic acid

Table 4

(P = 0.001) while it increase significantly the concentra-
tions of myristic acid (P = 0.001) and the docosahex-
aenoic concentration (P = 0) in lymphocyte membrane
of controls as compared with well 2 (in absence of fatty
acid addition). In diabetic lymphocyte incubated with
DHA, we observed only an increase in DHA concentra-
tion whereas this increase was significantly raised in
control than diabetic.

Lymphocyte incubated with EPA was lowered the
concentration of myristic acid (P = 0.01) and oleic acid
(P = 0.01) while EPA level was significantly increased
(P = 0) as compared with well 2 in control lymphocyte
but in diabetic, EPA adding decreased significantly a-
linolenic acid (P = 0.04), arachidonic acid (P = 0.01);
also EPA level increased significantly (P = 0) compared
as well2 in absence of fatty acid addition. We noted that
oleic acid was more significantly decreased in control
than these of diabetic lymphocyte by (P = 0.001) while
arachidonic acid and EPA differents significantly
(P =0,0.006, respectively) in control compared as
diabetic lymphocyte.

However, lymphocyte incubated with AA increased
significantly AA concentration (P = 0.008) in controls
as compared with well 2. In diabetic, we noted that EPA
was decreased significantly (P = 0.04), also AA concen-
tration was increased significantly by (P = 0.008). The
fatty acid concentration of arachidonic and eicosapen-
taenoic acid was significantly increased in controls than
NIDDM diabetic membrane.

fatty acid composition of phospholipids (PL) fraction of lymphocyte membrane incubated under different fatty acid regimens for control (c) and

diabetic (nd) subjects

Fatty acid/well Cl c2 C4 C5 C6

Cl4:0 2.95+40.25 2.634+0.21 3.48+0.27 2.0140.13%%* 2.4340.08%
Cl6:0 39.33+3.4 40.5643.36 35.9+2.69" 38.82+2.54 37.91+1.33
C18:0 18.194+1.57 17.814+1.47 16.95+1.27 18.95+1.24 17.884+0.63
Cl18:1 22.614+1.95 24.18 4+ 1.69 15.9541.19"™+ 18.1541.19™* 22.84+0.8
C18:2 30.98+2.55 27.45+.1.24 29214292 31.55+2.87 31.76+02.23
Cl8:3 2.454-0.21" 2.96+0.24 2.84+0.16 2.74+0.18 3.55+0.24
C20:4 8.85+0.76" 8.4140.69* 6.2840.47 7.76+0.29% * 10.694-0.37"*
C20:5 1.774£0.14™% 2.4440.18% 1.84+0.08" S 45740277 2.154+0.13%
C22:6 2.2640.19" 3.05+0.23 5.06+0.24""+ 3.3540.2 2.8540.13
Fatty acid/well ndl nd2 nd4 . nd5 nd6

Cl4:0 3.34+0.28 3.25+0.24 2.93+0.14 3.0440.18%* 3.1740.19*
Cl6:0 43.26+3.63 43.74+3.31 40.52+1.94 41.64+2.51 43,044-2.68
C18:0 19.17£1.61 18.8241.42 19.8+0.95 2001412 20.4941.28
C18:1 24.58+2.07 26.45+2 25.12+1.2%* 25.3941.53% 26.13+1.63
C18:2 34.12+1.49 32.474+2.33 32.21+1.54 33.21+2 33.8242.11
Cl18:3 2.16+0.18" 3.140.16 2.834+0.13 2.64+0.15" 3.2140.12
C20:4 6.884+0.57* 6.41+0.48+ 5.67+0.27 528+0.31F " 8.7140.54™*
C20:5 1.35+0.11"% 1.97+0.16+ 1.79+40.13 3.5240.23""* 1.69+0.09"*
C22:6 2.06+0.17 247402 3.494-0.26™F 2.82+0.18 3.01+0.17

Results are expressed as follows: "Comparison between well 2 and others wells within same group (P<0.05, " P<0.001), *Comparison between

diabetic and control groups (" P<0.05, * * P<0.001).
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4. Discussion

Previous studies have in general investigated the effect

of -6 and w-3 fatty acid in diabetes mellitus (DM) and

emphasized upon the possible beneficial actions of these
fatty acids in the prevention or arrest of progression of
diabetic complications, however, the results were not
very impressive [22].

Our results have shown that the proliferative response
of lymphocytes and I1.2 production had lower mitogenic
response to con A than those of controls.

Also, insufficient lymphocyte proliferations were’

observed with peripheral blood mononuclear cells from
NIDDM patients when were activated by phytohemag-
glutinin (PHA) (1%) and other mitogens as con A
(10 pg/ml) or PMA (50 pg/ml) [23].

The production of IL-2 by con A-activated lympho-
cyte was not significantly different between diabetic and
healthy subjects. The addition of human insulin to
culture lymphocyte showed an increase of proliferative
level of lymphocytes but the IL-2 production was
reduced. Kaye et al. confirmed our finding when IL-2
production did not differ between patients of types II
diabetes and controls, regardless of whether the patients
used insulin. These latter normal levels speak strongly
against the possibility that insulin itself depresses
interleukin production [24].

The incubation of lymphocyte with either n-3 PUFA
or n-6 PUFA, individually added, resulted in a
reduction of the lymphocyte proliferation, where the

EPA was the more inhibitor than AA and DHA:

respectively. In contrast to this hyporesponsiveness of
lymphocyte by EPA, the concentration of IL-2 pro-
duced was more elevated in both diabetic and healthy
subjects with EPA incubation as compared to AA or
DHA incubations.

Both w-6 and -3 fatty acids can inhibit IL-2
production and lymphoproliferation of cells and this
action was not seen to be mediated by the formation of
eicosanoids from PUFAs [22].

Meydani reported that PUFA could reduce IL-2
production directly and independently of changes in
cyclooxygenase products. Products of lipid peroxidation
such as H,0O, have been shown to have a suppressive
effect on lymphocytes proliferation and cytokine pro-
duction [25].

Lymphocytes incubated with combined n-3 and n-6
PUFA showed enhanced proliferative response and IL-2
concentration produced from lymphocyte than those

incubated with only combined n-3 PUFAs. When.

insulin was added alone to culture, the lymphoprolifera-
tion was raised but the IL-2 production was lowered
than these of con A. Also, the significant differences
found in I1-2 production when the media contained
either of 40pM DHA, 40pM EPA or 40uM AA as
individual fatty acid, were lost between diabetic and

control subjects with combined fatty acid (DHA and
EPA or DHA, EPA and AA) in presence or absence of
insulin.

Several investigators have reported a suppressive
effect of large doses of n-3 fatty acid on neutrophil,
monocyte and lymphocyte. However, it is still
unclear why patients with NIDDM have an impaired
lymphocyte proliferation. The hypothesis suggested
showed that patients with NIDDM had either a
defect in the production of IL-2 or in the expression
of IL2-R on the mitogen activated mononuclear
cells [23].

Although T-cell proliferation depends upon the
interaction of cells and the activators (con A must bind
to the T-cell receptor), it is initiated by signal generated
after the binding of IL-2 with its membrane IL-2R. The
insufficient expression of IL-2R on activated lympho-
cytes from NIDDM patients was due to a decreased
population of receptor-bearing cells [23]. It is possible
that the biological competence of the IL-2R on the IL-
2R bearing Iymphocytes was affected by a longer
exposure time to high concentration of glucose.

Concerning our finding firstly, the basal and activated
culture of NIDDM showed a raised level of IL-2 than
those of normal lymphocyte, then the defect in IL-2
production as suggested previously for NIDDM lym-
phocyte was unacceptable hypothesis. Secondly, the
greater level of proliferation of lymphocyte with insulin
in culture media and the decrease of IL-2 concentration
presented another hypothesis that insulin affects the
capacity of proliferation directly by fixing on insulin
receptor of lymphocyte and not by IL-2 intervention
alone.

Concerning the addition of fatty acid to culture media
with same concentration and same time present
different responses of proliferation whereas the
greatest inhibition of lymphocyte was obtained by
EPA, AA and DHA, respectively. In contrast, we
observed that EPA was more stimulant of IL-2
production than DHA and ARA, respectively. These
latter observations, moreover, indicated the existence of
other ways for interaction between lymphocyte prolif-
eration and IL-2 production.

Some other studies showed that other cellular defects
including insulin receptor and certain enzymes could
also be responsible for the insufficient lymphocyte
proliferation from diabetic patients.

It is showed that.the numbers of insulin receptors
on diabetic lymphocytes were decreased. Moreover, the
molecular mechanism for the impaired protein phosphatase
activation in NIDDM patients was due to a functional loss
of protein kinase FA. This loss of enzymes in NIDDM
lymphocytes may represent another aspect of the pathoge-
netic mechanisms to generate abnormal lymphocyte or non-
activable lymphocytes and thus promoting the immunolo-
gical dysfunctions in the diabetics [23].
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Recent studies showed that n-3 PUFA reduce agonist
stimulated diacylglycerol and ceramide production,
phospholipase Cyl activation and phosphatidic acid
generation in lymphocytes. Thus n-3 PUFA appears to
influence the generation of arrange of lipid-derived
second messengers in lymphocytes, and perhaps other
immune and inflammatory cell types. This might
account for widespread effects of these fatty acids on
the functioning of these cells [26]. Also, it was found that
EPA and DHA modulate MAP kinase activation, but
AA potentiate the MAP kinase enzyme activity [27].

Calder (1996) reported that culture of con A-
stimulated rat lymph-node lymphocytes with AA, EPA
or DHA resulted in a 40-50% lower concentration of
IL-2 in the culture medium than if the cells were cultured

" in the absence of fatty acids. More that, both w-6 and w-

3 fatty acids can inhibit IL-1, IL-2 and TNF production
in human lymphocyte in vitro and in vivo, and this
action does not seem to be mediated by the formation of
eicosanoids from PUFAs [22] whereas others studies
indicated that under normal conditions most eicosa-
noids are derived from arachidonic acid (C20:4n-6).
However, when high levels of n-3 PUFA are consumed
in the diet, less AA-derived eicosanoids are produced,
however, those produced from EPA are usually less
biologically potent than those formed from arachidonic
acid. Thus, an n-3 PUFA capable of inducing changes in
the amounts and types of different eicosanoids produced
will have a significant influence on the functioning of
immune and inflammatory cells [5,26].

Another mechanisms of effect PUFAs on cells was
marked when simultaneous treatment of cells with
arachidonic acid and alloxan offered significant protec-
tion to the cells; then AA prevented the development of
alloxan-induced diabetes also reported the anti-oxidant
status to normalcy. This suggests that one mechanism by
which AA is able to prevent alloxan-induced diabetes is
by enhancing the anti-oxidant status, Further, PUFAs
and AA can also contribute to their beneficial action [28].

On the other hand, the tested fatty acids demon-
strated a major impact on the fatty acid composition of
different PL fractions of lymphocyte membrane but
these fractions were different in their response to each
fatty acid examined. For instance, the addition of DHA
to culture media was accompanied with a predominant
composition of DHA in PL.

In presence of EPA, EPA was preferentially incorpo-
rated in PL membrane, a difference that may be
attributed to the greater specificity of lecithin-cholester-
ol acyl transferase (LCAT) to EPA than DHA [14].

The proportions of linoleic acid and a-linolenic acid in
the lymphocyte membrane incubated with n-3 PUFA or
with AA were no significantly changed in both healthy
and diabetic subjects.These may be returned to the
inhibitrice effect of n-3 PUFA on n-6 PUFAand inverse
or the absence of insulin which active A-5 and A-6 for

metabolisme C18:2 and C18:3 to their PUFA. These
observations suggest that n-3 PUFA might inhibit the
further metabolism of linoleic acid. DHA is known to
inhibit A-6 desaturase,the enzyme responsible for
further metabolism of linolic acid [29].

Also, the determination of the fatty acid composition
of differents phospholipid tissues and plasma. of experi-
mental diabetic rats showed a correlation between the
decrease of A-5 and A-6 desaturases activities and a
decrease of arachidonic acid and an increase of linoleic
acid proportions that were normalized by insulin
injection [19].

The activities of A-6 desaturase and A-5 desaturase,
which are necessary for desaturation of linoleic acid and
a-linolenic acid to their respective metabolites are
depressed in experimental diabetes and in human with
type 1 and-2 DM. In this context, it is interesting to note
that insulin can augment the activity of A-6 desaturase
activity. Thus decreased levels of various PUFAs in DM
may be due to a defect in the activities of desaturases,
increased peroxidation by free radicals (because PUFAs
may form substrates for peroxidation), or perhaps
increased eicosanoids formation (increased use of
substrate and PUFAs) [22].

The competition between n-6 and n-3 fatty acids
existing at different steps of their biosynthesis, ester-
ification in the lipids, selected incorporation in tissues
and functions whereas o-linolenic acid is rapidly
oxidized. So, it would very sparingly contribute to
the formation of high PUFA in spite that it is a
much better substrate for the A-6 desaturase than
linoleic acid [19]. '

In previous reports, n-3 PUFAs have demonstrated a
beneficial effect on insulin sensitivity in rats. In humans,
the studies have shown an association between the
proportion of n-3 PUFA in skeletal muscle membrane
phospholipids and increased insulin sensitivity [14].

Also, our results showed a notable increased propor-
tion of AA, EPA and DHA in control phospholipid
fractions than those of diabetic. Similar results have
been reported by other worker in NIDDM [30].

Moreover, the proportion of EPA was significantly
higher in EPA group with a little enhance of DHA in
same group, whereas the concentration in DHA adding
was significantly higher in DHA only.

The proportion of ARA was higher significantly in PL
membrane incubated with ARA but low in the PL
membrane incubated with EPA .or DHA adding. These
results were in accordance with these of Peterson et al.

Finally, PUFAs influence immune cell function by
modulation of eicosanoid synthesis; generally speaking,
the n-3 metabolites are attributed with anti-inflammatory
effects whereas the n-6 metabolites with pro-inflammatory
effect [18], alteration of intracellular signaling pathways,
regulation of transcription factor activity, and altered
antioxidant status.
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Overall, different and diverse biological effects of
PUFAs are exist, these effects might be exerted through.
different mechanisms.

5. Conclusion

The results of this study demonstrate an altered fatty
acid composition of PL. membrane lymphocyte in DM2
patients. :

There is evidence that long-chain fatty acids of
both the w-6 and w-3 series are required for normal
membrane structure. ‘

Our results do not allow to conclude which fatty
acid pattern is optimal for type 2 diabetics because
of competition between the n-6 and n-3 pathways
for the enzymes responsible for elongation and desa-
turation.

However, phospholipid changes in lymphocytes
membranes depend on many factors which affect the

modulation of the immune response by fatty acids, such.

as the type and concentration of fatty acids, cell types,
serum used in vitro cultures and so on.

Finally, we suggest that optimum health may require
raising the levels of both w-6 and w-3 fatty acids and not
either one at the expense of other.
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RESUME

Le but de ce travail reste d’étudier les effets du diabéte sucré sur le métabolisme des
lipides, glucides et protéines chez une population jordanienne dc diabétiques insulino-
dépendants (DID), non insulino-dépencants (DNID) aussi témoins.

Notre résultats ont montré une augmentation significative des tencurs sériques en
glucosc ¢t HbA ¢ chez les diabétiques de type 1 et type 2. De plus, les concentrations sériques
en insuline, cholestére: (CT), triglycéridges (TG) sont augmentés chez les DNID tandis que les
protéines sériques totales (PT) et I’insuline montrent une diminution significative chez les
DID. ; .
Les altérat'ons de la composition des lipoprotéines chez les diabétiques sont
caractérisés par tne augmentation des TG- PT- masse des VLDL, CT- TG des LDL, TG des
DI, ct FIDL3, avec une diminution des CT- PL- PT -masse des HDL, et PT des HDL; chez
les DNID. Concernant les DID, il v a une augmentation en CT- PL- masse des LDL, TG-
HDL; et unc diminution en PT des LDL, PL- PT- masse-HDL, et PT des HDL; en
comparant aux témoins.

D’autre part, pour appccfondir nos con’nalssances sur lco altérations cellulaires
asscuids au diabeie et de déterminer les effet des acides gras polyinsaturés (DHA, EPA, AA)
sur i1 lymphoprolilération, ld séerétion ’IL2 ¢t la composition en acides gras des
P u:pholipidus triglycérides et esters de cholestérol macnibranaircs des lymphocytes T; les
iymphocytes sont incubés 1 vitro avec ct sans mltog,ene (con A), insuline et AGPI n-3 (DHA
ct EPA) et/ou AGPIn-6 (AA). ¢ é

Les résultats obtenus montre que cen A et I’insuline augmentent significativeiment la
prolifération des lymphocytes T tandis que les acides gras polyinsaturés tel EPA, AA, DHA ;
niibent ia réponse prolif¢rative a des degrés difféients : 47%, 37% et 19%, chez les téntoins,
2%, 2% et 13% pour les DNID et 26%, 18% et 9% chez les DID. Cependar:, ia
concetiiration d’1L-2 produite en présence des DIIA, EPA or AA cst significativement rédzite
par 36%, 32% et 39% chez les témoins tandis que 16%, 15% ct 23%, rcspectivement chez les
diabétiques de type 2 et 21%, 18% et 26% chez les diabétiques de type 1. :

De plus, les acides gras utilis€é montre un impact majeur sur la composition des
Cifférents fractions lipidiques de ta membrane des lymphecytes T. mais ces fiactions donnent
wa comportement différente pour chaque acides gras testé. Aussi, on observe que la Con A
augmente le taux des AGPI au niveau des différentes fractions mernlirnaites des
lymphocytes stimulés chez les diabétiques et les témoins par rapport aux cultures initiales. De
plus, Paddition d”un acide gras au milicu de culture enrichit les différentes factions lipidiques
de PL, TG et EC a cet acide. On note aussi que I’addition ’EPA au milieu dc culture dirainue
la pro,.ortion d’acide arachidonique dans la membrane plasmlque montrant une con:y Stition
entre les deux séries de n-3 et n-6.

En mius, PPanalyse de la composition en acides gras des phospholipides membranaires
d*éeyihreoytes ne montre aucune différence significative en somme des acides gras saturés
chez tous les groupes. Par contre, une augmentation signilicative d’acide oléique a été noté
chez les DNID comparé aux témoins. Ainsi, une dininution significative des EPA et DHA a
¢té observés chez les diabétiques comparé aux (émoins avee une dmnnuhon d’AA chez les
DNID.

Enfin, nos résultats mettent en évidence les effets du diabéte de type 1 et type 2 a
différentes niveau de Uorganisiae et Jes possibilicds de les traité par Peusewsbie des acides
gras poryinsatures de série n-3 et n-0.

NMots L35 Diabéte sucic — DID- DNID- Lipoprotéines- Lyniphocyte T- AGRI-
Lymploprolifiration- IL-2 — composition cn acides gras merabranaires — Erythrocyte- Jordanie.



