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RESUME. 

Le but de ce travail est de déterminer les effets des acides gras poiy insaturés 

eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA) sur la lymphoproliferation, sur la 

composition en acides gras des membranes des lymphocytes et sur la sécrétion des 

Interleukines 2, in vitro. 

Les cellules T sont isolées à partir du sang de sujets témoins et diabétiques de type I et de 

type 11 de la région de Tlemcen. Ces cellules sont incubées en présence d'acides gras poiy 

insaturés à différentes concentrations, puis stimulées par un agent mitogène (la concanavaline 

A) pendant 48 heures. A la fin du traitement, le surnageant sert au dosage de I'Interleukine 2, 

et les cellules sont utilisées pour déterminer la composition en acides gras des phospholipides 

membranaires. La lymphoprolifération est déterminée par le comptage des cellules et par le 

dosage des protéines. 

Les tests de transformation lymphoblastique révèlent une diminution de la prolifération 

cellulaire, basale ou stimulée par la concanavaline A, chez les diabétiques comparés aux 

témoins. De plus, les acides gras poly insaturés n-3 (AGPI n-3) (EPA, DHA) réduisent la 

lymphoprolifération aussi bien chez les témoins que chez les diabétiques. 

D'un autre côté, les AGPI n-3 entraînent une modification de la composition en acides gras 

des phospholipides membranaires. En effet, l'analyse des acides gras des phospholipides par 

chromatographie en phase gazeuse (CPG) montre une augmentation des pourcentages en EPA 

et DHA et une diminution de celui de l'acide arachidonique. Ceci suggère que l'EPA et le 

DHA se substituent à l'acide arachidonique au niveau de la position sn2 du glycérol. 

Pour ce qui est de la sécrétion des Interleukines 2, la stimulation des cellules T par la 

concanavaline A induit une augmentation significative de l'Interleukine 2 en comparaison 

avec les cellules non stimulées ; les AGPJ n-3 diminuent sensiblement cette sécrétion, 

notamment chez les diabétiques. 

Ces résultats démontrent que l'effet immunosuppresseur des AGPI n-3 peut moduler l'activité 

des lymphocytes T au cours du diabète. 
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QUESTIONNAIRE f 

Code: ................... 

Nom: ........................ Prénom - ........................................Sexe: 

Age: .............Poids . ....................Taille: 
(IMC ................. ) 

Adresse . ......................................................................Tel: .................... 
Habitat 	[]Villa 	[]Appartement 	DMaison collective 

Situation de famille 	DMarié(e) 	DDivorcé(e) 	DVeuf (ve) 	[]Célibataire  
Nombre d'enfants ..................... 

Revenus ou salaire 	[]Faible 	[]Moyen 	DElevé 
Causedu diabète .................................................................................... 
Typedu diabète ..................................................................................... 
Agedu diabète .............................................................................. 
Traitement . ...............................................................Depuis . .................. 

Niveau scolaire: 	D Primaire 	D Moyen 	LI Secondaire 	[]Faculté 

Complications associées: 	DHTA 	DMCV 	D Goitre DRétinopathie 
[]Néphropathie DEtat nerveux []Ménopause 

Autres . ............................................................................ 

Activité physique: 	Dlntense 	[]Moyenne DFaible 	Dlnexistante 
Stress . ................................................................................ 
Cigarette . ............................................................................ 
Alcool . ............................................................................... 

Antécédents familiaux ............................................................................. 
Ascendants . ............................................................................ 
Descendants . ........................................................................... 
Collatéraux . ............................................................................ 
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Milieu RPMI 1640 
Réf. 

Composants 

31870 
IX Liquide 

mg/L 
SELS INORGANIQUES:  
Ca(NO3) 	. 4H20 10000 
KC1 400.00 
MgSO4 (anhyd.) - 

MgSO4 	 . 	 7H20 100.00 
NaCI 6000.00 
NaHCO3 2000.00 
Na2HPO4 	(anliyd.) 800.00 
AUTRES COMPOSANTS:  
D-Glucose 2000.00 
Glutathione (réduit) 1.00 
HEPES - 

Rouge de Phénol 5.00 
ACIDES AMINES:  
L-Arginine (base libre) 200.00 
L-Arginine HCI - 

L-Asparagme (base libre) 50.00 
Acide L-Aspartique - 20.00 
L-Cystine 50.00 
L-Cystine . 2HCI - 

Acide L-Glutamique 20.00 - 

L-Glutanune - 

L-Alanyl-L-Glutamme 
- 

- 

Glycyl-L-Glutamine - 

Glycine 10.00 
L-Histidine(baselibre) 15.00 
L-Hydroxyproline 20.00 
L-Isoleucine 50.00 - 

L-Leucine 50.00 
L-Lysine.HCI 40.00 - 
L-Méthionine 15.00 
L-Phénylalanme 15.00 
L-Proline 20.00 
L-Sérine 30.00 
L-Thréonine 20.00 	 - 

L-Triptophane 5.00 
L-Tyrosine 20.00 
L-Tyrosine (sel disodique) - - 

L-Valine 20.00 
VITAMINES:  
D-Biotine 0.20 
Pantothénate de Calcium D 0.25 
Chlorure de choline 3.00 
Acide folique 1.00 
i-inositol 35.00 
Nicotinanude 1.00 
Acide Para-amino-benzoïque 1.00 
Pyridoxal HCL 1.00 
Riboflavine 0.20 
Thiamine HCI 1.00 
Vitamine B 1  0.005 
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FICOLL: Principe de la procédure 

Actuellement il y a un besoin tel pour une méthode rapide simple et digne de confiance 
pour l'isolement des lymphocytes du sang entier dans des domaines scientifiques tels que 
les essais pour les tests d'histocompatibilité, les vérifications in vitro de l'immunité à 
médiation cellulaire et autres procédures exigeants des lymphocytes pures. 

Le ficoll est stérile, il a la bonne densité, la bonne viscosité et la bonne pression 
osmotique pour une utilisation rapide. Les principes suivants sont appliqués pour les deux 
cas de figure: sang sans fibrinogène et sang traité avec un anticoagulant tout deux soumis 
à une centrifugation pendant un temps déterminé. 

La migration différentielle durant la centrifugation résulte de la formation de couches 
contenant différents types de cellules. 

La couche du bas contient les érythrocytes qui ont été agrégés par le ficoil et en 
l'occurrence ont sédimenté complètement à travers ce dernier 

La couche immédiatement au dessus contient surtout les granulocytes qui, à la pression 
osmotique de la solution du ficoli atteignent une densité assez importante pour migrer à 
travers la couche de ce dernier 

- 	A cause de leurs petites densité, les lymphocytes sont retrouvés à l'interface entre le 
plasma et le ficoli avec d'autres particules à la sédimentation lente (plaquettes et 
monocytes) 

C'est alors que les lymphocytes sont aspirés de l'interface et soumis à des lavages avec la 
solution saline équilibrée pour l'élimination des plaquettes, ficoli et plasma. 
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Tableau III: Composition en acides gras des phospholipides des lymphocytes 
(pourcentages pondéraux) isolés des diabétiques et des témoins. (Etat initial). 

Acides Gras Témoins 1 
20-4øans 

DJD Témoins 2 
 40-60ans  

DNID 

16:0 31.65± 1.38 31.58± 1.63 36.12± 1.70 40.38± 1.04 

16:1 05.11±0.62 06.86±0.78 05.04±0.73 04.53±0.58 

18:0 20.06± 1.44 22.15±1.52 24.66± 1.38 25.70± 1.04 

18: 1 13.89± 1.06 12.33 ±0.93 11.52± 1.22 12.13± 1.01 

18: 2n-6 09.66±0.87 

* 

'14.04±0.45 08.53±0.61 09.04±0.81 

20: 4n-6 13.85± 1.01 8.72± 1.11 09.62± 1.36 05.14±0.80 

20: 5 n-3 01.99±0.58 01.08±0.69 01.07±0.48 01.02± 0.33 

22: 6 n-3 02.67 ± 0.64 01.98 ± 0.77 1 	01.56± 0.53 1 	01.25 ± 0.48 

Chaque valeur représente la moyenne :L ES. La comparaison des moyennes entre diabétiques et 
témoins est effectuée par le test «t » de Student après analyse de la variance. P< 0.05. 

Tableau IV: Composition en acides gras des phospholipides des lymphocytes 
(Pourcentages pondéraux) après stimulation par la concanavaline A (Con A). 

Acides Gras Témoins 1 DJD Témoins 2 DNTD 
20-40 ans  40-60 ans  

+ 

16:0 30.15± 1.24 29.63±1.08 34.07± 1.52 38.12± 1.26 
+ 

16: 1 06.23 ± 0.92 06.55 ± 0.63 05.69 ± 0.54 05.05 ± 0.66 
+ 

18:0 18.15± 1.06 120.36± 1.08 22.15± 1.11 23.06± 1.22 
+ 

18:1 19.98± 1.13 i9.58± 1.12 18.79± 1.20 18.17± 1.34 
+ 

18 : 2n-6 08.09 ± 0.75 11.88 ± 0.71 06.64 ± 0.83 06.98 ± 0.64 
+ 

20: 4 n-6 10.64 ± 1.12 0633 ± 0.90 07.62 ± 1.01 04.05 ± 0.72 
* * 

20:5n-3 01.87±0.43 01.19±0.55 01.28±0.39 01.22±0.25 

22: 6n-3 02.04±0.71 01.89±0.63 01.66±0.54 01.43 ±0.42 

Chaque valeur représente la moyenne ± ES. La comparaison des moyennes entre diabétiques et 
témoins est effectuée par le test «t» de Student. P< 0.05 ; p<05 incubation avec con A versus 
incubation basale. 
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Tableau V: Composition en acides gras des phospholipides des lymphocytes 
(Pourcentages pondéraux) après incubation en présence de Con A et d' EPA à 30iM. 

Acides Gras Témoins 1 
20-40 ans 

DID Témoins 2 
 40-60 ans  

DNID 

16:0 30.22± 1.67 30.11 ± 1.55 34.26± 1.08 

* 

38.99± 1.36 

16:1 06.15±0.73 06.79±0.84 05.88±0.63 05.63±0.71 

18: 0 18.06 ± 1.54 19.88 ± 1.63 22.26 ± 1.07 23.55 ± 1.37 

18: 1 20.03 ± 1.82 19.87 ± 1.77 17.05 ± 1.34 15.73 ± 1.66 

18: 2n-6 08.12±0.67 

* 

11.67±0.82 06.83±0.72 07.10±0.83 

20: 4n-6 
+ 

08.02±0.66 
+* 

04.58±0.72 
+ 

05.81±0.87 
+ 	* 

03.16±0.48 

20: 5 n-3 
+ 

03.64 ± 0.42 
+ 

03.22 ± 0.36 
+ 

03.52 ± 0.42 
+ 

03.48 ± 0.35 

22:6n-3 02.15±0.52 1 	01.73±0.62 	1 01.89±0.63 01.57±0.51 

Chaque valeur représente la moyenne ± ES. La comparaison des moyennes entre diabétiques et 
témoins est effectuée par le test «t » de Student. P< 0.05 ; P<0.05, incubation avec EPA versus 
incubation avec con A. 

Tableau VI: Composition en acides gras des phospholipides des lymphocytes 
(Pourcentages pondéraux) après incubation en présence de Con A et de DHA à 30j.tM. 

Acides Gras Témoins 1 
20-4øans 

DJD Témoins 2 
 40-60ans  

DNJD 

16: 0 30.05 ± 1.52 30.42 ± 1.63 35.02 ± 1.08 

* 

38.67 ± 1.34 - 

16: 1 06.58 ± 0.84 06.70 ± 0.73 05.73 ± 0.46 05.24 ± 0.58 

18:0 18.73±1.45 19.88±1.39 22.47±1.26 22.68±1.34 

18: 1 13.57 ± 1.30 19.67 ± 1.28 16.86 ± 1.33 16.51 ± 1.42 

18 : 2 n-6 08.68 ± 1.05 

* 

12.06 ± 0.32 06.89 ± 0.72 06.55 ± 0.71 

20:4 11-6 07.06 ± 1.04 
+ 	* 

04.08 ± 0.89 
+ 

05.48 ± 0.67 

+* 

03.03 ± 0.42 

20: 5n-3 01.68±0.51 01.38±0.56 01.57±0.40 01.52±0.36 

22: 6 n-3 
+ 

05.66 ± 0.89 
+ 

04.11 ± 0.38 
+ 

03.87 ± 0.45 
+ 

03.06 ± 0.50 

Chaque valeur représente la moyenne ± ES. La comparaison des moyennes entre diabétiques et 
témoins est effectuée par le test « t » de Student. P< 0.05 ; P<0.05, incubation avec DHA versus 
incubation avec con A. 
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Tableau VII: Production d'interleukines 2 (IL-2) par les lymphocytes isolés des patients 
diabétiques et des sujets témoins. (IL-2, Pg/ml). 

r Témoins 1 Témoins 2  
Différentes incubations 20 - 40 ans D1D 40 - 60 ans DNID 

Stimulation basale 850.55 ± 46.180 820 ± 57.14 530.55 ± 69 608.11 ± 74.26 

+ +• + +* 

Concanavaline A(con A) 6724.2± 332.11 5505.25 ±430 8100 ± 578.14 6250.26± 311 

* * 

Con A + Insuline (Iris) 6689.3 ± 543.00 4958 ± 398 7762.5 ± 680.32 6300.25 ± 308.27 

+ + + + 

Con A+EPA3Oj.rM 1829.45±231.7 1610.12±156 1214.75±311 1430.24±267.05 

+ + + + 

Con A+DHA30.tM 2240.38 ±167.32 1975 ± 108.23 1380±257.07 1235 ±208.11 

+ + + + 

Con A+Ins+EPA3O,.tM 1342.5±154.00 1083.15± 126 1288.41±264 1195±217 

+ + + + 

Con A+ Ins +DHA 30j.tM 1440.18 ± 132 1360 ± 107.12 1241.05 ± 158 1090 ± 173.45 

Chaque valeur représente la moyenne ± ES. La comparaison des moyennes entre diabétiques et 
témoins est effectuée par le test «t» de Student. OP< 0.05 ; ",P<0.05 entre les différentes 
incubations. 
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Tableau VIII: Prolifération basale ou stimulée par la con A (nombre de cellules xlO 5 /puit) en présence et en absence de 
l'insuline et des AG Pl n-3 (EPA, DHA) à différentes concentrations (15tM ou 30!IM) des lymphocytes chez les patients 
diabétiques et chez les .témoins 

Stimulation 
basale 

Concanavaline 
A 

Conc A + 
Insuline 

Conc A + 
DHA (30) 

I Conc A + 
DHA (1 5) 

Conc A+ 
EPA (30) 

I Conc A + 
EPA (15) 

I Conc A + 

Ins + DHA 
(30) 

I Conc A + 

Ins + DHA 
I 	(15) 

Conc A + 

Ins + EPA 
(30) 

I Conc A +
Ins + EPA 

(15) 
P0 Pi P2 P3 P4 P5 P6 I 	P7 P8 P9 P10 

T20-40ans + + + + + + + + + + 

2.11± 0.31 1 	20 ± 1.03 124.11±1.24114.35±0.841 11 ± 0.67 11 2.04±0.791 9.04 ±0.93 113.5±1.11 110.5 ± 0.83110.25±1.0318.33 ± 0.75 

DID + * 	+ * 	+ + ' 	+ + * 	+ + * 	+ + 

11.67±0.421 13.35±1.11 r 15±1.08 18.83±0.7416.23±0.5416.88±0.6214.87±0.7618.54±0.4916.18±0.8915.82±1.0413.74±0.48 

T40-60ans + + + + + + + + + + 

I 3.26± 0.58 I 	24.25 ± 1.22 129.34±1.05 116.52±1.09 I 14.63±0.88 112.02±1.04 j 10.12±1.04 114.36±0.95 112.87±1.02 112.79±1.13 19.13 ± 0.54 

DNID * * 	+ + * 	+ + ' 	+ + * 	+ + + le + 
11.34±0.621 14.7±1.08 I 	15±1.12 18.15±0.7815.88±o.53±6.9±o.69 14.53±0.7517.87± 0 . 6415.25±0.8915.15± 0 . 53 1 3 . 04 ± 0 . 47  

Chaque valeur représente la moyenne ± ES. La comparaison des moyennes entre diabétiques et témoins est effectuée par le test «t» de Student 
après analyse de la variance.*P<  0.05. "P<0.05 entre les incubations 
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Tableau IX : Teneurs en protéines des lymphocytes (p.g/puit) après prolifération basale ou stimulée par la con A en 
présence ou en absence de l'insuline et des AGPI n-3 (EPA, DHA) à différentes concentrations (115 tM ou 3OM) des 
lymphocytes chez les patients diabétiques et chez les témoins. 

Prolifération 
basale 

Concanavaline 
A 

Conc A + 
Insuline 

Conc A + 
DHA (30) 

Conc A + 
DHA (15) 

Conc A+ 
EPA (30) 

Conc A 
+ 

EPA (15) 

ConcA+ 
n5 (30)DHA Ins 

COricA+ 
flS 

Conc A + Ins  
+ EPA (15) 

P0 Pi P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 

T20-4Oans + + + + + + + + + + 

I 100.8±7.40  I 	210±6.50  I 260.5±9.10 1185±7.301 130±8.30 1150.30±5.11100.5±6.9  1 200±6.20 1160.50±3.71 180±8.20 1 	130±9.30 

DID * 	+ + + »+ ' 	+ * 	+ + ' 	+ * 	+ ° 	+ 

74.9 ± 5.20 I 	150 ± 6.90 1 180.9 ± 8.30 1120 ± 6.60 195.30 ± 7.701 118 ± 7.10 I 	75±6.40 1160.70±2.51 110±8.20 1123.4±3.101 75 ± 8.50 

T40-60ans + + + + + + + + + + 

I 	106.5 ± 5.6 I 195.30 ± 8.33 I 	230 ± 6.5 1168.2 ± 8.81120.6 ± 4.70)153.4 ± 6.50)103.8 ± 5.401189.3 ± 8.32)150.50 ± 7.8) 165±6.70 I 	116.7 ± 5.51 

DNID 8 + + + * 	+ + + + + + 

74.50±6.10 1 	121.8±3.30 1165.3±8.11 I 	100±5  I 	90.9±5  I 	96±5 170.80±4.201 142.4±3.9 108.6±4.601 120±4.51 I 80.62±2.64 

Chaque valeur représente la moyenne ± ES. La comparaison des moyennes entre diabétiques et témoins est effectuée par le test «t» de Student 
après analyse de la variance. *P< 0.05. P<0.05 entre les incubations 
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Tableau X : Nomenclature des acides gras. 
Nom Usuel Nom Systématique Abreviations 

SERIEn-6 C18:2n-6 	C 18:2 (9,12) 

Acide- Acide octadéca-9, 1 2-diénoïque. 

linoléique  

Acide-7 Acide octadéca-6, 9, 12-triénoïque. C 18:3 n-6 	C 18:3 (9,6,12) 

linoléique Acide eicosa-1 1, 14,- diénoïque. C 20:2 n-6 	C 20:2 (11,14) 
Acide eicosa-5,1 1, 14,- triénoïque. C 20:2 (5,11,14) 

Acide 	dihomo- 

- 
linoléique Acide eicosa-8, 11,14- triénoïque C 20:3 n-6 	C 20:3 (8,11,14) 

Acide 

arachidonique Acide eicosa-5, 8, 11,14- tetraénoique C 20:4 n-6 	C 20:4 (5,8, 11,14) 

Acide docosa-13,16- diénoïque. C 22:2 n-6 	C 22:2 (13,16) 

Acide docosa-lO, 13,16- triénoïque C 22:3 n-6 	C 22:3 (10, 13,16) 

Acide docosa-7, 10, 13,16- tétraénoïque C 22:4 n-6 	C 22:4 (7, 10, 13,16) 

Acide docosa-4,7, 10, 13,16- péntaénoïque C 22:5 n-6 	C 22:5 (4, 7, 10, 13,16) 

SERIE n-3 

Acide 	a- Acide octadéca-9, 12,15- triénoïque C 	18:3 n-3 	C 18:3 (9, 12,15) 

Linolenique 

Acide octadéca-6, 9, 12, 15- tétraénoïque C 18: 4 n-3 	C 18:4 (6, 9, 12, 15) 

Acide eicosa-1 1, 14,17- triénoïque C 20 :3 n-3 C 20 :3 (11, 14,17) 

Acide eicosa-5, 11, 14,17- tétraénoïque C 20 :4 (5, 11, 14,17) 

Acide eicosa-8, 11, 14,17- tétraénoïque C 20 :4 n-3 C 20: 4 (8, 11, 14,17) 

Acide eicosa-5, 8, 11, 14,17- tétraénoïque C 20:4 n-3 C 20:4(5,8,11,14,17) 

Acide docosa-13, 16,19-triénoïque C 22 :5 n-3 C 22 :5 (13, 16,19) 

Acide docosa-lO, 13, 16,19- tetraénoïque C 22 :4 n-3 C 22 :4 (10, 13, 16,19) 

Acide docosa-7, 10, 13, 16,19-pentaénoïque C 22 :5 n-3 C 22:5 (7,10,13,16,19) 

Acide docosahe- Acide docosa-4,7, 10, 13, 16,19-héxaénoîque C 	22 :6 n-3 	C 22 :6 (4,7, 10, 13, 

-xaénoïque 16,19). 
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