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Introduction

Aujourd’hui, la prise en charge du stress oxydatif se justifie pleinement dans toute
stratégie de prévention des maladies dégénératives et celle du vieillissement. En effet,
de nombreuses études ont apporté la preuve de l'efficacité des antioxydants dans la
prévention des maladies cardiovasculaires, métaboliques, neurodégénératives et des
cancers (Kumar, 2016 ; Graffouillere et al., 2016 ; Hohna et al., 2017).

Les antioxydants sont des substances qui peuvent compenser les effets néfastes
des processus d’oxydation se produisant dans le corps permettant ainsi de diminuer
le risque de survenue de nombreuses pathologies. Les antioxydants peuvent étre des
nutriments (vitamines et minéraux) ou des enzymes (protéine dans le corps qui aide
au cours des réactions chimiques) ayant une fonction cruciale dans la lutte contre le
stress oxydatif et dans la prévention des pathologies. Les antioxydants sont nombreux
et ont des propriétés complémentaires. En dehors des vitamines antioxydantes
classiques (C, A, ou E), on peut citer I’acide alphalipoique, la curcumine, de
nombreux polyphénols et certains minéraux (Se, Zn).

Le stress oxydatif se produit lorsque la production de molécules nocives (les radicaux
libres) excede la capacité de neutralisation du systéeme de défense antioxydant. Les
radicaux libres sont des ions instables trés réactifs dont la durée de vie est trés courte.
Afin de se stabiliser, ils s’approprient les électrons libres d’autres molécules. Au cours
d’un fonctionnement normal, le corps produit des radicaux libres qui sont
normalement neutralisés et détruits par les antioxydants. Avec 1’dge et dans certaines
situations pathologiques, la production d’antioxydants se détériore, et dans ce cas, il
est important de prendre des antioxydants pour neutraliser les radicaux libres en
exces. Dans le cas des carences en antioxydants, 1’équilibre se rompt avec apparition
du stress oxydatif annonciateur de maladies diverses (Favier, 2006; Burton et
Jauniaux, 2011; Sosa et al., 2013; Surapon, 2015).

Plusieurs études précédentes ont montré 1’efficacité des antioxydants dans la
réduction des taux de cholestérol et du risque de maladies cardio-vasculaires, dans la
réduction du risque de cancer, dans la protection de I’ceil et de la vision, dans le
retardement du vieillissement, dans le traitement des maladies neurodégénératives
comme la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson et méme dans la réduction
des complications associées a de nombreuses pathologies (Bentley et al., 2012 ;
Agarwal et al., 2014; Shirley et al., 2014).



Introduction
De plus, des suppléments nutritionnels contenant des vitamines permettent de

renforcer I'efficacité du systeme immunitaire, de lutter contre les infections et le stress
oxydatif (Wintergerst et al., 2007).

Les vitamines C et E peuvent participer comme antioxydants dans la modulation du
systeme immunitaire et la protection contre les radicaux libres. Elles constituent une
ligne de défense forte pour retarder les lésions cellulaires induites par les espéces
réactives  oxygénees. Elles sont impliquées dans diverses fonctions
biologiques comme la prolifération des cellules, la production de cytokines, la
protection contre I’apoptose cellulaire et contre les dommages induits par les oxydants
exogenes ou endogenes, le métabolisme énergétique, la fonction mitochondriale et
I'expression des genes (Serafini, 2000; Block et al, 2008; Strohle et Hahn, 2009).

Bien que les données précédentes fournissent des informations sur les roles
importants immunitaires et antioxydants des vitamines (C, E), il existe encore des
doutes concernant leur utilisation prolongée. En effet, la prise non contr6lée
d’antioxydants, en vente libre, n’est pas toujours bénéfique, parfois inefficace et
dangereuse. La prise non contr6lée de vitamine A ou vitamine C ou E peut s’avérer
pro-oxydante (Bouayed et Bohn, 2010).

Il est essentiel aujourd'hui de proposer une démarche scientifique et rationnelle dans
le domaine de I'exploration du stress oxydatif et de sa prise en charge par 1’utilisation
des antioxydants.

Dans ce contexte, nous proposons une technique de culture cellulaire, afin de tester
I’efficacité de deux vitamines largement utilisées, a savoir la vitamine C et E.
L’utilisation des cellules isolées a partir des personnes concernées va permettre de
voir la réponse de la cellule aux antioxydants, et de proposer par la suite de nouvelles
pistes thérapeutiques mettant en jeu les antioxydants. Les lymphocytes peuvent étre
isolés facilement a partir du sang total, et offrent la possibilité de culture pendant un
certain temps en présence d’agent mitogeéne spécifique. Dans ce travail de master,
nous avons utilisé les lymphocytes en culture afin de déterminer les effets in vitro de
la vitamine C et E a différentes concentrations sur la prolifération cellulaire et sur les

marqueurs du stress oxydatif intracellulaire.
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Connaissances actuelles
1. Différents types de vitamines

1.1. Définition

Les vitamines au sens strict du terme sont un ensemble de substances organiques
actives a tres faible dose et indispensables & la vie que l'organisme ne sait pas
synthétiser. Elles ont des roles tres variés et leur classification repose sur leur
solubilité (Guilland et al., 2007). C’est un groupe diversifi¢é de composés organiques
essentiels qui participent a la croissance normale, au métabolisme et au maintien de la
vie. Afin de conserver une alimentation adéquate en vitamines, on doit consommer
une grande variété de produits alimentaires soit naturellement soit enrichis en
vitamines soit en supplément avec des médicaments multi vitaminiques car le corps
humain ne peut pas les synthétiser ou alors la quantité peut ne pas satisfaire les
besoins corporels (Zhang et al., 2015). Les vitamines hydrosolubles sont solubles en
milieu aqueux, comme la vitamine C ou acide ascorbique et les vitamines du groupe
B soit la vitamine B: ou thiamine, la vitamine Bz ou riboflavine, la vitamine PP ou
niacine ou acide nicotinique (ou vitamine Bs), I'acide pantothénique ou vitamine Bs, la
vitamine Bi2 ou cobalamine, la choline ou vitamine Bs, la biotine ou vitamine H ou Bs,
la vitamine Bs ou pyridoxine, les acides foliques ou vitamine Bo et I'inositol (Guilland
et al., 2007). Les vitamines liposolubles sont solubles dans les lipides et solvants des
lipides comme les vitamines A ou rétinols, les vitamines D, les vitamines K et les
vitamines E.

Les vitamines sont micronutriments, sans valeur énergétique propre, présentes a 1’état
de trace dans I’organisme (Guilland et al., 2007). Les différentes vitamines sont

données dans le Tableau 1.

1.2. Roles des vitamines

Les vitamines sont indispensables a la croissance et aux différentes fonctions de
I’organisme. Les vitamines sont impliquées dans quatre types de fonctions. Une
fonction de type hormonal est observee pour les vitamines A et D. Une fonction de
coenzyme et de cofacteur est notée pour la plupart des vitamines. Une fonction de
stabilisation des membranes est caractéristique de la vitamine E. Une fonction

antioxydante est observée pour les vitamines A, C et E.
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Tableau 1. Les différentes vitamines (Guilland et al., 2007)

Molécule Abréviation

Unite usuelle

VITAMINES HYDROSOLUBLES

Thiamine Vitamine Bl mg

Riboflavine Vitamine B2 mg

Acide pantothénique Vitamine B5* mg

Pyridoxine Vitamine B6 mg

Niacine Vitamine PP

ou B3* mg

Acide folique Vitamine B 9 ug

Cobalamine Vitamine B12 lg

Acide ascorbique Vitamine C mg

Biotine Vitamine H ou B8 ug

VITAMINES LIPOSOLUBLES

Rétinol Vitamine A unite internationale
1 UI=03 g

Calciférol Vitamine D unité internationale
1 UI=0.025 pg

Tocophérol Vitamine E unité internationale
1 UL = 1 mg acétate
dl alpha-tocophérol

Phytoménadione Vitamine K1 ug

Phylloquinone

* Attention, dénomination a éviter car aux USA vitamine B3 = acide pantothénique.




Connaissances actuelles
Le Tableau 2 résume les différents roles des vitamines. On comprend donc facilement

que les épuisements des réserves en vitamines conduisent a des carences entrainant a
long terme une altération de 1’état de santé (Bouayed et Bohn, 2010). Certaines
déficiences vitaminiques peuvent augmenter le risque de pathologies comme les
maladies cardiovasculaires, la cataracte, les maladies métaboliques, ..... Plusieurs
mécanismes peuvent provoquer des carences en vitamines, comme défaut d’apport,

malabsorption, défaut de stockage, augmentation de I’élimination et augmentation des

besoins (Guilland et al., 2007).

1.3. Vitamine E

La vitamine E couvre un groupe de huit composés liposolubles différents qui
consistent en quatre formes de tocophérols et quatre formes de tocotriénols attachés a
la famille des vitaméres alpha (o)), béta (), gamma (y) et delta (&) qui supportent
collectivement I’anti-oxydation dans le corps (Adalier et al.,2016). La structure
moléculaire de la vitamine E contient une extrémité hydrophile par son noyau
chromanol  mono-, di-, ou tri-méthylé et une extrémité hydrophobe (chaine
hydrocarbonée) dont les tocophérols et les tocotriénols ont une chaine latérale qui
différent par 1’insaturation de la premicre et la saturation de la deuxiéme (Vasson et
al., 2007; Bruneton, 2009). La structure de la vitamine E est représentée dans la
Figure 1.

De facon général, la vitamine E se trouve surtout dans les noix, graines, huiles
vegétales (huiles de tournesol, huile de germe de blé, margarine, huile de mais, huile
de noix de coco, huile de noix, huile de palme, huile de noisette, beurre de cacao, ....),
céréales, fruits secs (amandes, noisettes,...) et dans une moindre mesure dans les
légumes a feuilles vertes (épinards, choux, brocolis, ou encore I’avocat) (Vasson et
al., 2007).

L’apport nutritionnel recommandée en vitamine E est fixé a 12 mg par jour réglé par
une alimentation équilibrée contenant des fruits et des légumes (Vasson et al., 2007;
Guilland et Lequeu, 2009; Medart, 2009).
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Tableau 2. Vitamines, sources et role (Guilland et al., 2007)

Vitamines

Nom

Role

quantité

quotidienne

aliments riches

Vitamine A

Nécessaire a la croissance,

a la vue nocturne,

Lait, beurre, ceufs,

i essentielle au 1a1,5mg foie, légumes verts et
liposoluble . .
développement des os, de jaunes.
la peau et des cheveux.
Intervient dans la . i .
0,05 mg Lait, huile de foie de

Vitamine D

liposoluble

formation des os, le
métabolisme du calcium et
du phosphore, nécessaire

a I'absorption du calcium.

Exposition aux
rayons UV

indispensable.

morue, huile de
saumon, thon, jaune
d'ceuf

Vitamine E
(Tocophérol)

liposoluble

Protége les tissus de
I'oxydation.

12 mg

(estimimation)

Huiles végétales,
grains de céréales,

germe de blé, laitue.

Vitamine K

liposoluble

Combat les hémorragies et
les divers troubles

hépatiques.

0,03 a 0,1 mg

Chou frisé, navet,
épinard, chou de

bruxelles.

Vitamine B1

hydrosoluble

Participe a la dégradation
des hydrates de carbones,
influence la fonction

cardiaque et les nerfs.

1a2mg

Cérales complétes,
poisson, viande
maigre, levure, lait,

ceufs.

Vitamine B2
(Riboflavine)
hydrosoluble

Nécessaire au
métabolisme cellulaire et
a la transformation des
aliments en énergie.
influence la production

hormonale.

1,5a2mg

Céréales complétes,
légumes verts, viande
maigre, levure, lait,

ceufs.




Vitamine B3
(Vitamine PP)
hydrosoluble

Posséde une action
vasodilatatrice et
intervient comme

réparateur de la molécule
d'ADN lorsque celle-ci est
endommagée par des
rayonnements, des
polluants, des toxines, ou

des médicaments.

30 a35mg

Levure de biére,
levure de boulanger,
paprika, thon,
saumon, sardine, riz

complet, pain complet.

Niacine
(Acide nicotinique)
hydrosoluble

Role central dans le
métabolisme et les

fonctions hépatiques.

15a 20 mg

Céréales complétes,
levure, viande maigre,

foie, ceufs

Vitamine B5
(Acide
Pantothénique)
hydrosoluble

Favorise la croissance et
la résistance de la peau et
des muqueuses. Prévient
les troubles de la pilosité
et des ongles. Impliquée
dans le développement du

systéme nerveux.

10 mg

Levure de biére, foie
et abats des animaux,
jaune d'oeuf,
cacahuétes,
champignons crus,

saumon, riz complet.

Vitamine B6
(Pyridoxine)
hydrosoluble

Présente dans la
formation des globules
rouges et des anticorps.

2 mg

Céréales complétes,
levure, viande, germe
de blé, bananes,

légumes.

Vitamine B8
hydrosoluble

Intervient dans la
compostition des
constituants majeurs des
muscles. Intervient dans
la synthése des acides
gras et dans l'action de la
testostérone sur la
synthése des proétines

dans les testicules.

Levure, foie, oeufs,
flocons d'avoine,
champignons, riz,
avocat, haricots,
bananes, viande

rouge, fraise, tomate,

pain complet.

Vitamine B9
(Acide Folique)
hydrosoluble

Comparable a la vitamine
BS8.

Détruite par la chaleur et
I'oxydation, une partie est
synthétisée par les
bactéries intestinales.
Synthése des acides
nucléiques et des globules

rouges.

0,4 mg

Levure, foie, germes
de blé, épinards,
oeufs, fenouil,
fromages a pate molle,
tomate, laitue,
brocolis, flocons
d'avoine, banane, riz,
thon, carotte, viande

rouge.

Vitamine B12
(Cyanocobalamine)

hydrosoluble

Favorise la croissance et
la formation des globules

rouges.

5a 10 pg

Poisson, viande, foie,
lait.




Vitamine H

Nécessaire au
métabolisme des hydrates

Jaune d'ceuf, légumes

(Biotine) i 2 mg verts, lait, foie,
de carbones, des proteines
hydrosoluble l rognons.
et des graisses.
o . . Agrumes, baies, chou,
i i Participe a la synthese du
Vitamine C ) ) ) pommes de terre,
i i tissu conjonctif, des , A
(Acide ascorbique) 75 mg légumes frais,

hydrosoluble

hormones et a la

cicatrisation.

tomates, acérola,

kiwis, cassis.

a-Tocopherol R{=R.,=R3=CHj

B -Tocopherol R{=R3=Ch3;, R=H
Y -Tocopherol R2=R3=CH3. Rs=H
b-TOCOpthO' R3=CH3. R1=R2=H

a-Tocotrienol R{=R;=R3=CHj;

B -Tocotrienol R;=R3=Ch4, Ry=H
v-Tocotrienol R;=R3;=CH,;, R;=H
O-Tocotrienol R,=CH3;, R{=R>=H

Figure 1. Structure of tocophérols and tocotriénols (Zhidong et al., 2015)

En plus, la vitamine E est un puissant antioxydant qui est apportée par I’alimentation

et n’est pas dégradée par le tube digestif humain (Borel et al., 2001). Une partie de la

vitamine E est contenue dans les aliments absorbés dont la digestion suit celle des

lipides alimentaires, incorporés dans les micelles mixtes et absorbés dans le

duodénum par les transporteurs scavenger receptor type B1 (SR-B1) (Reboul et al.,
2006) et Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) (Narushima et al., 2008). Ensuite, elle se

retrouve sous forme libre dans les chylomicrons (Anwar et al., 2007).
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Alors en cas de faible apport alimentaire de lipides, les chylomicrons ne peuvent pas

étre sécrétés et une partie de la vitamine E semble étre excrétée dans les HDL (high
density lipoproteins; lipoprotéines de haute densité) d’origine intestinale par un
transporteur de la famille des ATP binding cassettes, ABCA1 (Anwar et al., 2006;
Reboul, 2011). La vitamine E restante dans les chylomicrons résiduels est captée par
le foie. L’alpha-tocophérol (a-TCP) est incorporé dans les VLDL (very low density
lipoproteins; lipoprotéines de trés faible densite), ce qui va permettre sa distribution
aux tissus périphériques qui met en jeu la protéine de transfert a-TTP (1’alpha-
tocopherol transfert protein) qui posséde une stéréospécificité forte pour le RRR-
tocophérol, ce qui explique la prépondérance de cette vitamine dans le plasma (Figure
2) (Traber, 2007).

La vitamine E se répartit entre les différentes classes de lipoprotéines par des
échanges dépendants de la protéine de transfert PLTP (plasma phospholipid transfer
protein) (Lemaine-Ewing et al., 2010). La captation de la vitamine E au niveau
tissulaire pourrait faire intervenir soit le catabolisme des lipoprotéines (LP) sous
I’action de la lipase endothéliale, soit un captage direct apreés endocytose des LDL ou
des HDL. Le transport intracellulaire de la vitamine E fait intervenir des transporteurs
spécifiques appelés tocopherol associated protein (TAP) (Zingg et al., 2008).

Toutes les formes de vitamine E sont dégradées au niveau hépatique par un
mécanisme commun d’w-hydroxylation catalysée par des enzymes a cytochrome
P450 suivie d’une PB-oxydation (Brigelius-Flohe et al., 2010). Les produits de
dégradation vont étre conjugués en acide glucuronique ou sulfatés puis éliminées par
voie biliaire ou urinaire. Il existe une forme phosphorylée de 1’alpha-tocophérol
présente en petites quantités dans divers échantillons biologiques (plasma, tissus....)
qui proviendrait d’une phosphorylation de 1’alpha-tocophérol et qui possede de
nombreuses activités biologiques (Zingg et al., 2010). La quantité majeure de la
vitamine E est stockée dans le tissu adipeux, le muscle, le foie et certaines glandes
endocrines (Traber et al., 1987).

La vitamine E joue un r6le essentiel dans la protection de la membrane de toutes les
cellules de I’organisme. Par son action antioxydante, elle neutralise les radicaux libres
dans I’organisme, c'est-a-dire, elle empéche ou réduit I’oxydation des lipoprotéines de

faible densité (LDL) associ¢ a I’apparition de 1’athérosclérose et les maladies
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cardiovasculaires (Desmarchelier et al., 2014). Elle a des propriétés anti-

inflammatoires, antiplaquettaires et vasodilatatrices.
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Figure 2. Voies d’absorption et de sécrétion de la vitamine E (Borel et al., 2016).

De plus, elle prédit le risque du cancer (Weinstein et al., 2007). Aussi, la forme alpha-
tocophérol est une voie de défense et de réduction des dommages causées par les
substances toxiques qui provoquent une destruction des enzymes et la fragmentation
de I’ADN (acide désoxyribo nucléique) des cellules fibroblastiques (Fusi et al., 2010).
La vitamine E est considérée comme une voie de protection contre la peroxydation
lipidique (Sodhi et al., 2013). La teneur en vitamine E est réduite chez les nouveau-
nés allaités par des femmes ayant une grossesse compliquée, ce qui augmente le stress
oxydatif chez les nouveau-nés (Samano et al., 2017). Elle permet de réduire les
marqueurs de [P’inflammation TNFa (facteur de nécrose tumorale alpha),
prostaglandine (PGE) et permet d’augmenter la résistance a [’exercice
particulierement chez les hommes ages (Capo et al., 2016). En plus, sa diminution

chez les personnes agées est associée a des troubles des métabolismes notamment



Connaissances actuelles
I’hypercholestérolémie et 1’hypertriglycéridémie qui peuvent étre corrigées par une

supplémentation en vitamine E (Stuetz et al., 2016). Elle est aussi utilisée dans les
formulations cosmétiques, car elle se retrouve naturellement dans la peau humaine ou
elle empéche la peroxydation lipidique au niveau des membranes cellulaires a fortes
teneurs en acides gras polyinsaturés(AGPI). On la trouve concentrée dans les couches
les plus profondes de 1’épiderme, et constitue la défense primaire de la peau contre le
stress oxydatif induit par 1’exposition aux ultraviolets et les polluants (Montenegro et
al., 2015).

Une supplémentation en vitamine E & long terme chez des femmes présentant un
risque élevé de maladie cardiovasculaire a montré qu’il ya une protection du risque
cardio-vasculaire mais aucun effet important sur le risque de développer un diabete de
type 2 (Song et al., 2009). Aussi, elle permet de retarder la neuro-dégénérescence au
cours de la maladie de Niemann-Pick C (NPC) qui est un trouble neuro-dégénératif
fatal caractérisé par I’accumulation du cholestérol libre dans les lysosomes suite a un
stress oxydatif causé par une diminution potentielle de la biodisponibilité de la
vitamine E; cette derniere est utile pour le traitement des patients NPC (Marin et al.,
2014).

Une étude portant sur une population américaine a montré que les performances de la
mémoire sont liées a la vitamine E. Précisément, les performances faibles de la
mémoire sont toujours associées a des niveaux plasmatiques faibles en vitamine E
(Perkins et al., 1999). Une autre étude de Lu et al. (2016) montre que la vitamine E
alimentaire augmente les performances de croissance et le statut antioxydant,

améliore I'immunité innée et protege contre les infections bactériennes.

1.4. Vitamine C

La vitamine C ou acide L-deshydroascorbique ou L-ascorbique est constituée d’un
cycle lactonique insaturé, substitué de deux fonctions alcools primaires et d’un groupe
cétone. En solution, elle est thermolabile, photosensible et facilement oxydable
(Guilland et al., 2007).

Les deux formes physiologiques, L-deshydroascorbique (forme oxydée) et L-
ascorbique (forme réduite) forment un couple oxydo-réducteur (Figure 3). Donc, ¢’est

une vitamine qui posséde un pouvoir d’acide faible et de potentiel réducteur (Guilland

et al., 2007).



Connaissances actuelles
En genéral, la vitamine C se retrouve dans les légumes et les fruits spécifiquement les

agrumes (citron, pamplemousse, orange,....), cassis, poivron vert, jaune et rouge,
persil, épinard, chou rouge, fraise et ananas. Aussi, elle est disponible sous forme de
comprimé et de poudre de différentes doses. En outre, elle est incluse dans beaucoup

de formulations multi vitaminiques, méme, elle est combinée avec d’autres vitamines

choisies et le complexe résultant est rendu en tant qu’un supplément « antioxydant »
(Padayatty et al., 2003).
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Figure 3. Structure de la vitamine C (Guilland et al., 2007)

Suite a son ingestion, la vitamine C va étre absorbée au niveau de la muqueuse
buccale par diffusion simple, au niveau du pharynx via un mécanisme de transport
actif, au niveau de la muqueuse stomacale et principalement au niveau de 1’iléon
(90% de I’apport en vitamine C y est absorb¢).

L’absorption au niveau de I’iléon va se faire de plusieurs maniéres en fonctions de la
quantité qui est ingérée.

-Par un mécanisme de transport actif (lorsque la consommation est normale), c¢’est-a-
dire que le transport de la molécule consomme de I’ATP et nécessite un transporteur.
Dans le cas de I’acide L-ascorbique on va retrouver 2 protéines : SVCT1 (sodium
vitamin C transporter 1), responsable de [I’absorption au niveau des cellules
épithéliales intestinales et SVCT2 (sodium vitamin C transporter 2), responsable du

transport vers les autres organes.
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Dans le cas de I’acide déhydroascorbique, soit la forme oxydée de la vitamine C, ce

sont les transporteurs GLUT (glucose transporter) qui assurent le passage par
diffusion facilitée au sein des membranes plasmiques. C’est un transport qui ne
nécessite pas d’apport d’ATP.

-Par diffusion passive, ¢’est-a-dire que le transport ne consomme pas d’énergie et que
la molécule en question traverse librement la membrane plasmique en fonction du
gradient de concentration. C’est le cas lorsque les doses ingérées sont importantes soit
plus de 1g/jour.

L’absorption de 1’acide déhydroascorbique est plus importante au sein de notre
organisme. Cependant, c’est 1’acide L-ascorbique qui prédomine dans les tissus ainsi
que dans le sang. Cela s’explique car les cellules vont réduire rapidement la forme
oxydée pour obtenir de I’acide L-ascorbique. C’est le cas notamment des globules
rouges qui possedent un transporteur GLUT 1 capable de capter la forme oxydée pour
la réduire ensuite. Ce systeme de recyclage est propre aux especes incapables de
synthétiser ’acide L-ascorbique et permet d’expliquer pourquoi nos besoins en
vitamine C sont moindres comparées aux espéces qui peuvent la produire.

Une fois que la Vitamine C a diffusé au sein de 1’ensemble tissulaire, elle ne peut étre
stockée. C’est pourquoi il est nécessaire d’en consommer régulierement car au bout
de 2 a 3 semaines les réserves chutent (Ball, 2004 ; Igbal et al., 2004).

Son élimination se fait en majeur partie par voie urinaire, sous sa forme originelle et
sous forme de métabolites secondaires (en majorité I’acide oxalique 55%).

Dés que la dose ingérée atteint les 100 mg/jour, elle est excrétée via les urines. A
I’état physiologique, le pourcentage d’excrétion urinaire augmente en fonction de la
dose ingérée. La vitamine C est aussi éliminée par voie fécale et sudoripare.
L’absorption digestive et ’excrétion urinaire, qui sont doses dépendantes, vont étre
responsables de la limitation du taux plasmatique de la vitamine C dans I’organisme
(Traxer et al., 2003 ; Ball, 2004).

La vitamine c agit comme un donneur d’électron (agent réducteur) pour huit enzymes
differentes qui fonctionnent comme des monoxygenases ou des dioxygenases
(Padayatti et al., 2003 ; Ball, 2004). Dont, trois participent a I’hydroxylation et
I’élaboration du collagene, protéine constitutive des fibres des tissus conjonctifs tout
en participant a la formation mais surtout a la réparation des structures riche en ces

tissus : os, cartilages, ligaments et vaisseaux sanguins.
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Alors que, les deux autres enzymes hydroxylases a fer ferreux dont L’un des

cofacteurs essentiels est 1’acide ascorbique, nécessaire pour la synthése de la carnitine
a partir de lysine et méthionine. La carnitine est essentielle pour le transport des
acides gras dans les mitochondries ou ils sont oxydés pour générer de I’ATP, et les
trois enzymes restantes ont les fonctions suivantes : participation a la biosynthése de
la norépinephrine a partir de la dopamine, I’ajout des groupes amides aux hormones
peptidiques en augmentant ainsi leurs stabilités et modulation du métabolisme de
tyrosine. Méme, elle participe a la régénération d’autres antioxydants comme la
vitamine E donc contribution dans la prévention des dommages lipidiques et le
glutathion (puissant antioxydant endogene) et les maintenir a leurs états actifs. En
plus, les vitamines C et E travaillent en synergie pour réduire les processus de la
peroxydation lipidique (Igbal et al., 2004 ; Ball, 2004). En plus, elle réduit les
réactions allergiques en diminuant le taux de 1’histamine dans le sang, intervient dans
la conversion du cholestérol en acides biliaires tout en permettant a 1’organisme de se
débarrasser du cholestérol en excés. Puis, Elle contribue au renforcement du systéeme
immunitaire tout en stimulant les défenses de 1’organisme vis-a-vis des infections
microbiennes et elle posséde un effet antiviral, favorise la synthése de 1’interféron.
Ensuite, elle intervient dans la synthese des catécholamines, la transformation
d’adrénaline en noradrénaline et elle les protége contre I’oxydation en adrénochrome
neurotoxique dans le tissus nerveux puis la favorisation de la synthése de cortisone et
elle est nécessaire pour le métabolisme microsomal des médicaments et la
participation a la détoxification de divers polluants : métaux lourds, pesticides,
xénobiotiques (Guilland et al., 2007). Aussi, la vitamine c est un antioxydant majeur
qui inhibe 1’oxydation des LDL en réduisant 1’athérosclérose. De plus, sa carence est
associée a un risque accru de mortalité de maladie cardiovasculaire. Elle améliore la
fonction endothéliale et les profils lipidiques particulierement chez les personnes
ayant un taux faible en vitamine C (Moser et al., 2016). L’ association du sélénium et
vitamines A, C, E est efficace dans le traitement de tout type d’arthrite (Canter et al.,
2007).

La vitamine C est contenue en concentration élevée au niveau des neutrophiles
(cellules qui défendent le corps contre les agents pathogeénes envahissants) pour
améliorer la fonction immunitaire (Bozonet et al.,2015). Elle réduit les dégats des

radicaux libres sur la peau tout en ralentissant le vieillissement et en réduisant la
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formation de mélanine (Yang et al., 2013). La vitamine C peut prévenir les infections

causées par des bactéries, des protozoaires surtout le rhume qui est réduit chez les
personnes physiquement actives mais pas dans la population générale. Aussi, elle est
bénéfique chez les personnes atteintes de pneumonie et de tétanos (Hemila, 2017).

En plus, la vitamine C protege les cellules hotes contre les actions des substances
réactives oxygénees (ROS) libérées par des phagocytes qui ont un systéme de
transport spécifique par lequel la forme oxydée de la vitamine C est importée dans la
cellule ou elle est convertie en une forme réduite de vitamine C (Hemila.,2017).
Aussi, elle a des concentrations élevée dans le cerveau ou elle assure de nombreuses
fonctions, y compris le balayage des ROS, la neuromodulation et I’implication dans
I’angiogénese (Hansen et al., 2014). En plus, c’est une vitamine hydrosoluble
essentielle chez ’homme et qui est bénéfique pour sa capacité antioxydante et sa
stimulation du systeme immunitaire (Zhang et al., 2015).

Sur les lignées cellulaires de chondrosarcome (tumeur du cartilage maligne) mise en
culture in vitro et traitées par la iodoacétate monosodique (IMS) et chez les rats avec
une arthrose induite par la méme molécule, ce traitement a inhibé la croissance
cellulaire et a provoqué 1’augmentation du stress oxydatif, de I’apoptose et de la perte
de protéoglycane avec augmentation des niveaux d’expression des cytokines pro
inflammatoires, Interleukine 6 (IL-6), Interleukine 17 (IL-17), facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-o) et les métallo protéinases matricielles (MMP1, MMP3 et
MMP13). Toutes ces altérations vont étre éviter par la supplémentation en vitamine C
(Chiuetal., 2017).

2. Stress oxydatif et vitamines

2.1. Stress oxydatif

Actuellement, le stress oxydatif est considéré comme un facteur de risque et un
parametre aboutissant a des complications a I’origine de 1’apparition de nombreuses
pathologies. Le stress oxydatif est une situation ou la cellule ne contréle plus la
présence excessive de radicaux libres oxygénés et ceci malgré la présence d’un

systeme de défense antioxydante (Favier, 2006).



Connaissances actuelles
En réalité, le métabolisme de l'oxygéne dans les cellules peut entrainer le stress

oxydant et des anomalies métaboliques importantes, conséquence d'un désequilibre
entre la production de radicaux libres et la capacité de defense des antioxydants
(Koechlin - Ramonatxo, 2006). Les radicaux libres ou espéces radicalaires de
'oxygéne les plus souvent connus sont 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne,
le radical hydroxyle, le monoxyde d’azote (Figure 4).

La reactivité chimique et 1’agressivité du radical est augmentée suite a la présence de
1'¢lectron célibataire. Vu I’instabilité du radical, une réaction en chaine se produit a la
suite d'échanges de I'électron célibataire, et entraine I'apparition de nouvelles espéces
radicalaires.

L'origine exogéne des radicaux libres est liée a I'environnement (fumées,
rayonnements ionisants) ou au mode de vie (tabac, alcool, erreurs alimentaires, sport
intense..). Mais, il ne faut pas oublier que les radicaux libres sont produits également
par divers mécanismes physiologiques (respiration mitochondriale, lutte anti
infectieuse, activités enzymatiques) et sont indispensables a I'organisme. Cependant,
une production excessive de ces especes radicalaires et/ou une diminution des
systemes de défense anti-radicalaires peuvent avoir des effets néfastes du stress
oxydant (Favier, 2006).

La réactivité des radicaux libres entraine la formation d'autres radicaux par réaction
avec les molécules biologiques (lipides, protéines, glucides, acides nucléiques). Les
produits engendrés peuvent modifier la structure des composants de la cellule et
altérer son fonctionnement. La peroxydation des lipides entraine une réduction de la
fluidité et de la perméabilité des membranes cellulaires, une augmentation de
I'oxydation des LDL impliquées dans la genese de I’athérome (Chen et al., 2012).
L'oxydation des protéines s'accompagne d'une perte de groupements thiols (SH) et
d'une modification des acides aminés avec formation de groupements carbonyles,
conduisant a la dégradation des protéines. L’oxydation du glucose conduit a la
formation de produits intermeédiaires réactifs qui s'accumulent au niveau des protéines
entrainant une perte d'élasticité tissulaire au niveau des vaisseaux sanguins (Favier,
2006). Au niveau de I'ADN, les radicaux libres seraient responsables de modifications
des bases, et sont impliquées dans la mutageneése, la carcinogenése, le vieillissement
et la mortalité cellulaire (Valco et al., 2007). Le stress oxydatif touche I’ensemble des

tissus et des métabolismes (Pincemail, 2004).
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Les modifications génomiques, métaboliques et fonctionnelles induites par un stress

oxydant ont été impliquées dans le développement de maladies comme le cancer,
I’obésité, le diabéte, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires... (Pincemail,
2004; Koechlin-Ramonatxo, 2006). L'organisme dispose de plusieurs systemes
cellulaires ou extracellulaires de protection incluant les systemes de défense
enzymatique (superoxyde dismutase SOD, glutathion peroxydase, catalase,
thioredoxine reductase, glutathion réductases et transférases) et de petites molécules
(vitamines A, C, E, carotenoides, glutathion, albumine, ubiquinone..). Ces systemes
permettent d'éviter I'accumulation des radicaux libres (Figure 5).

La superoxyde dismutase (SOD) constitue la premiére ligne de protection contre les
dérivés radicalaires de 1’oxygene. Elle catalyse la dismutation de I’anion superoxyde
en oxygéne et en peroxyde d'hydrogéne H20:. La catalase est une enzyme qui permet
de transformer le peroxyde d'hydrogene en oxygene moléculaire et en eau (Souchard
et al., 2002). Le glutathion est un tripeptide (Glutamyl-cystéinyl-glycine) qui sous la
forme réduite (GSH) agit comme antioxydant. Les fonctions du GSH incluent le
maintien des thiols des protéines, ainsi que le maintien de certains composés sous leur
forme réduite comme les vitamines C ou E.

Certains marqueurs du stress oxydatif peuvent facilement étre dosés dans le sang par
des méthodes biochimiques et permettent ainsi d’apprécier la présence d’un stress
oxydatif chez une personne. Le principal marqueur biologique de 1’oxydation des
protéines est la formation de carbonyles protéinés. Les principaux marqueurs de la
peroxydation lipidique sont le malondialdéhyde (MDA), les dienes conjugués, les

hydroperoxydes lipidiques et les isoprostanes.

2.2. Roles antioxydants des vitamines

Les vitamines C et E sont considérées comme de puissants antioxydants, permettant la
lutte contre le stress oxydatif. La vitamine C est un excellent piégeur des radicaux
libres qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines, acides gras, ADN) de
I’oxydation. Aux concentrations physiologiques, la vitamine C est capable
d’empécher I’oxydation des LDL produite par divers systemes génerateurs de

radicaux libres.
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La vitamine C agit principalement comme un « donneur d’¢lectrons ». Cette qualité

est utile au fonctionnement d’enzymes diversement impliquées dans 1’hydroxylation
du collagéne (hydroxylation de la proline et de la lysine, responsable d’une fragilité
capillaire en cas de carence), la synthese de la carnitine, des catécholamines, des
hormones peptidiques et le métabolisme de la tyrosine (Renaud, 2003).

La vitamine C est aussi un puissant agent réducteur qui agit comme un antioxydant.
Par cet effet réducteur, elle a le pouvoir de réduire des composés oxydants présents
dans le suc gastrique (Renaud, 2003).

Par les réactions d’oxydation, la vitamine C participe au métabolisme du cholestérol
avec augmentation du HDL-cholestérol, diminution du cholestérol total, du LDL-
cholestérol et des triglycérides (Chepda et al., 1999). La vitamine C facilite
I’absorption du fer, intervient dans la synthése de plusieurs hormones et
neurotransmetteurs, et participe aux mécanismes de défense immunitaire (Bachmeyer
et al., 2006). La vitamine E est aussi un puissant antioxydant et elle module I’activité
de facteurs de transcription tels que NF-kB, des éléments importants de la
signalisation cellulaire (Cynober, 2008). Les tocophérols protegent les acides gras
polyinsaturés contre les agressions oxydatives des membranes biologiques (Sebei et
al., 2007). Cependant, la vitamine E a d’autres activités biologiques liées aux
propriétés anti-oxydantes. En fait, les différentes formes de vitamine E sont impliqués
dans la régulation de la réponse inflammatoire, la modulation de la signalisation
cellulaire, les enzymes liées a la membrane, I'expression des genes, la prolifération
cellulaire, et plusieurs voies moléculaires (Brigelius-Floh et al., 2009; Boccardi et al.,
2016). La vitamine E régule I'expression des genes spécifiques non seulement liés au stress
oxydatif, mais aussi impliqués dans I'noméostasie du cholestérol, les voies inflammatoires, et
le trafic cellulaire, y compris le transport veésiculaire synaptique et la libération des
neurotransmetteurs. Les génes régulés par un tocophérol comprennent ceux codant pour des
protéines impliquées dans l'apoptose, la régulation du cycle cellulaire, I'adhésion cellulaire, la
croissance cellulaire, la formation de la matrice extracellulaire et / ou la dégradation, les
récepteurs de lipoprotéines, de l'inflammation (IL-1b, IL-2, IL- 4 et TGF-b), le contrle de la
transcription, le métabolisme, et d'autres fonctions biologiques (leptine et b-sécrétase dans les
neurones) (Ahsan et al., 2014). Toutes ces régulations métaboliques permettent a la vitamine

E de lutter contre les radicaux libres et le stress oxydatif.
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Matériels et méthodes
1. Choix du modéle d’étude in vitro

Pour étudier les effets des deux vitamines (Vitamine C et E) in vitro, nous avons

travaillé sur un modéle de cellules humaines d’origine lymphocytaire.

Les donneurs de sang sont des étudiantes du département de Biologie, Faculté
SNVTU de I'université de Tlemcen (n = 5), agés entre 24 — 26 ans, en bonne santé et
ne présentant aucune pathologie chronique. De plus, aucune des étudiantes volontaires

ne prennent des suppléments en vitamines.

Les prélevements sanguins se font le matin a jeun, au niveau de la veine du pli du

coude.

Le sang prélevé est recueilli a raison de 4 ml dans des tubes héparinés, préalablement
étiquetés et numérotés. Les échantillons collectés servent directement a 1’isolement

des cellules.

2. Isolement des lymphocytes humains

L’isolement des lymphocytes se fait a partir du prélevement sanguin, par
centrifugation dans un gradient d’Histopaque (Sigma). L’Histopaque, dont la densité
est de 1,075, permet ’agrégation des hématies. La migration différentielle durant la
centrifugation permet de séparer différentes couches contenant les divers types de
cellules sanguines. Dans ce cas, les érythrocytes ou globules rouges et les
granulocytes sédimentent completement au fon du tube et se localisent dans le culot.
Les lymphocytes possédant une densité inférieure a celle d’histopaque (Tableau 3) se
localisent dans une zone a I’interface entre 1’histopaque et le plasma aprés
centrifugation. 1ls sont cependant contaminés par d’autres cellules comme les
Monocytes et les plaquettes (Figure 6). Les lymphocytes sont récuperés a partir du
noyau visible a ’interphase puis sont lavés avec une solution saline équilibrée pour

éliminer tous les contaminants (Histopaque, plasma, plaquettes,...).

Apres mélange et centrifugation, le surnageant est éliminé. Le lavage est recommencé

deux fois, et les lymphocytes isolés sont préts a I’emploi.
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Les lymphocytes lavés sont par la suite remis en suspension dans 400l de milieu de

culture RPMI 1640.

Afin de tester la viabilité des lymhocytes isolés, 50ul de la suspension cellulaire sont
prélevés dans un tube sec et sont mélangés a 50ul d’une solution de bleu de trypan
0,4 % et 50ul de milieu RPMI 1640. Les cellules sont comptées dans une chambre
quadrillée de la Cellule de Malassez qui est utilisée pour les comptages cellulaires.
Par la suite, la suspension cellulaire est diluée pour avoir une concentration de 4.10°

cellules/ml.

3. Culture des lymphocytes

La culture des lymphocytes permet d’étudier la prolifération in vitro des lymphocytes
T stimulés par des agents mitogéenes spécifiques. La Concanavaline A (Con A,
Sigma, St. Louis, MO, USA), mitogéne spécifique des cellules T est utilisée a une
concentration finale de 5 pg/ml. Les cultures sont réalisées sur des plaques ELISA de
96 puits & fond plat (Nunc- Elisa).

Les lymphocytes sont mis en culture (4x10° cellules/puits) dans le milieu RPMI 1640
au quel sont ajoutes la pénicilline (100 Ul/ml) et la streptomycine (100 (ug/ml) (pour
éviter la prolifération des bactéries et des champignons) en présence ou en absence de
la Con A.

Les essais sont realisés en triples. Afin de déterminer les effets des vitamines C et E
sur la prolifération in vitro des lymphocytes, les cellules sont mises en culture en
présence des deux vitamines a différentes concentrations finales [0 uM, 25 uM -50
UM]. Les plagues sont ensuite mises a incuber 24 heures a 37°C, dans un incubateur
a 5% de CO..

A la fin de I’incubation, les cellules sont prélevées dans une nouvelle plaque Elisa 96
puits. Les puits sont lavés avec le milieu RPMI 1640 afin de récupérer I’ensemble des
cellules. La détermination de la prolifération lymphocytaire se fait par comptage des
cellules (cellule de Malassez), puis elle est confirmée par la méthode du MTT [3-

(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium bromide].
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Tableau 3. Taille et densité des cellules sanguines

Taille (uM) Densité Vitesse de
sédimentation
Globules rouges 7 (6.5-7.5) 1.098 (1.098- | + R
1.105)
Eosinophiles 12 (12-15) 1.091 (1.087-
1.096)
Neutrophiles 12 (12-15) 1.088 (1.082-
1.097)
Basophiles 9.5 (9-10) 1.078 (1.074-
1.082)
Monocytes 15 (15-20) 1.071 (1.065-
1.075)
Lymphocytes 9 (8-10) 1.063 (1.057-
1.067)
Plaquettes 2-3 1.040 -
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Figure 6. Méthode d’isolement et purification des lymphocytes.
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Une prise aliquote des suspensions cellulaires sert au comptage et a la méthode MTT.

Les cellules restantes sont lysés par NaOH 1M. Aprés centrifugation, le lysat
lymphocytaire est récupéré pour le dosage des marqueurs intracellulaires du stress

oxydatif.
4. Comptage des lymphocytes

Le comptage des lymphocytes se fait a 1’aide de la cellule de Malassez. Le principe
est basé sur le décompte au microscope optique des cellules aprées coloration au bleu
de Trypan, contenues dans un volume de suspension cellulaire déterminé et a dilution
connue. Le dénombrement des cellules viables s’effectue sous microscope optique.
Les cellules mortes sont perméables au bleu trypan et se présentent comme des
cellules foncées colorées en bleu. Le dénombrement des cellules viables s’effectue
donc sur les cellules qui excluent le bleu trypan et apparaissent incolores transparentes

visiblement.

5. Détermination de la prolifération lymphocytaire par la méthode du MTT

La méthode du MTT est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des
enzymes mitochondriales (succinate déshydrogénase) dans les cellules vivantes de
transformer les sels de tétrazolium (couleur jaune) en produits insolubles de formazan

(couleur bleue violacée).

La concentration du produit Formazan obtenu est directement proportionnelle au
nombre de cellules présentes dans la solution cellulaire. Cette technique permet de
mesurer la viabilité et la prolifération des lymphocytes. La solution de MTT [3-(4,5-
Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium bromide] (Sigma, USA) est préparée
a une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS, PH 7,5), elle est

filtrée et conservée a 4° C a I’abri de la lumiére.

100puL de suspension cellulaire des différents puits sont incubés en présence de 10uL
de MTT (5 mg/ml) a 37° C, 5% CO2 pendant 3 heures.
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L’addition de 100 pL. de HCL 0,04M dans I’isopropanol permet la dissolution des

cristaux bleus formazan.

La lecture des densités optiques se fait au spectrophotomeétre a 630 nm. L’indice de

prolifération (IP) est calcule :

IP= (densité optique des cellules stimulées/ densité optique des cellules non
stimulées) x100 (Medjdoub et al., 2011).

6. Détermination des marqueurs du stress oxydatif au niveau des lymphocytes
6.1. Détermination du taux de Glutathion des lymphocytes

Le dosage du glutathion réduit (GSH) lymphocytaire est réalisé par la méthode
colorimétrique par le réactif d’Ellman (DTNB). La réaction est basée sur la coupure
de la molécule d’acide 5,5dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui

libére 1’acide thionitrobenzoique (TNB) selon la réaction suivante :

HO,
COOH HO g
CooH CO0H
2 * i
|
2
5 Mo,
|
T Acide thionitrobenzoique
HOOC G
HO,
DTNB

Le thionitrobenzoique (TNB) a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 nm

avec un coefficient d’extinction égal a 13,6 mMt.cm™,
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6.2. Détermination de D’activité de la Catalase des lymphocytes (CAT, EC

1.11.1.6)

Cette activité enzymatique est mesurée dans le lysat lymphocytaire par analyse
spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogene (Aebi,
1974). En présence de la catalase, la décomposition du peroxyde d’hydrogéne conduit

a une diminution de 1’absorption de la solution de H20, en fonction du temps.

Apres incubation de 5 min, les concentrations du H2O> restant sont déterminées a
partir d’'une gamme étalon de H20,. La lecture se fait a 420 nm. L’activité de la

catalase est exprimée en Unité (U).

6.3. Dosage de la vitamine C intra-lymphocytaire

La vitamine C est déterminée dans le lysat lymphocytaire par la méthode décrite par
Jagota et Dani (1982). Apres précipitation des protéines par le TCA a 10% et
centrifugation, le surnageant obtenu est mélangé avec le réactif de Folin a 10%. Apreés
incubation pendant 15 minutes a température ambiante, les densités optiques sont
obtenues par lecture au spectrophotometre a une longueur d’onde de 769 nm. Les
concentrations en vitamine C sont déterminées a partir de la courbe d’étalonnage

réalisée par ’acide ascorbique.

6.4. Dosage du malondialdehyde (MDA) des lymphocytes

Le malondialdehyde (MDA) est le marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique.
Ce dosage est réalisé selon la méthode de Draper et Hadley (1990), par un traitement
acide a chaud, grace a l’utilisation de 1’acide thiobarbiturique (TBA). Le lysat
lymphocytaire est incubé 20 minutes a 100°c avec le TBA et I’acide trichloroacétique
(TCA). Aprés incubation, refroidissement et centrifugation a 4000 t/min pendant 10
min, la lecture est réalisée sur le surnageant qui contient le MDA. Le TBA réagit avec
les aldéhydes pour former un produit de condensation chromogénique consistant en 2
molécules de TBA et une molécule de MDA dont 1’absorption se fait a 532 nm. La
concentration en MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du

complexe MDA-TBA (E=1,56x10 °mol *.L .cm "ta 532 nm).

STw <
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6.5. Détermination des protéines carbonylées des lymphocytes

Les protéines carbonylées (marqueurs de 1’oxydation protéique) sont mesurées par la
réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine selon la méthode de Levine et al., (1990).

Le lysat lymphocytaire est incubé 1h a température ambiante en présence de la
dinitrophénylhydrazine ou avec seulement du HCL pour le blanc. Ensuite, les
protéines sont précipitées avec ’acide trichloroacétique (TCA) et lavées 3 fois par
I’¢thanol: ethylacetate 1:1 (v/v) et 3 fois par le TCA. Le culot est solubilis¢ dans une
solution de NaOH. Les lectures se font a 350 et 375nm ; la moyenne des densités
optiques est calculée. La concentration des groupements carbonylés est calculée selon

un coefficient d’extinction (E = 21,5 mmol™. L.cm™ .

7. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. L'analyse statistique
est effectuée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 4.1, Statsoft, Paris,
France). La comparaison des moyennes entre les incubations supplémentées en agent
mitogéne ou en vitamines et 1’incubation basale est réalisée par le test t de student.
Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont significativement

différentes.
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Résultats et interprétations
1. Indice de prolifération des lymphocytes en présence de ’agent mitogene ou des

vitamines C et E

Nos résultats concernant 1’indice de prolifération des lymphocytes sont représentés

dans la Figure 7 et le Tableau Al en annexes.

La concanavaline A, agent mitogéene, stimule significativement la prolifération des

lymphocytes.

La vitamine C augmente significativement la prolifération des lymphocytes par
rapport a la 1’état basal. L’effet est dose dépendant, puisque la concentration de la

vitamine C a 50 uM stimule la prolifération plus que la concentration 25 pM.

La vitamine E augmente aussi de facon significative la prolifération des lymphocytes
par rapport a la 1’état basal. L’effet dépend aussi de la dose, et on constate que la
concentration de la vitamine E a 50 uM stimule plus fortement la prolifération

compareée a la concentration 25 pM.

La vitamine E semble avoir un effet plus accentué que celui de la vitamine C. En
effet, le pouvoir stimulant de la vitamine E sur la prolifération est plus important que

celui de la vitamine C, quelque soit la concentration utilisée.

2. Teneurs en vitamine C des lymphocytes en présence de I’agent mitogene ou
des vitamines C et E
Les résultats des teneurs en vitamine C des lymphocytes sont représentés dans la

Figure 8 et le Tableau A2 en annexes.

La concanavaline A ne semble pas avoir un effet sur les teneurs intracellulaires en

vitamine C.

L’addition de la vitamine C dans le milieu de culture provoque une augmentation
significative de la teneur intracellulaire en vitamine C des lymphocytes par rapport a
I’état basal. Les teneurs les plus élevées en vitamine C sont obtenues avec la

concentration de 50 uM.
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Figure 7. Indice de prolifération des lymphocytes en présence de I’agent

mitogeéne ou des vitamines C et E

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes entre les
incubations supplémentées en agent mitogéne ou en vitamines et I’incubation basale est
réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont
significativement différentes.
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Figure 8. Teneurs en vitamine C des lymphocytes en présence de I’agent

mitogéne ou des vitamines C et E

Chague valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes entre les
incubations supplémentées en agent mitogéne ou en vitamines et I’incubation basale est
réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont
significativement différentes.
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L’addition de la vitamine E dans le milieu de culture des lymphocytes augmente aussi
les teneurs en vitamine C intracellulaires, mais beaucoup moins que Ila

supplémentation en vitamine C.

3. Statut antioxydant des lymphocytes en présence de I’agent mitogéne ou des

vitamines C et E

Les résultats sur les teneurs en glutathion réduit (GSH) et activité de 1’enzyme
catalase des lymphocytes sont représentés dans les figures 9 et 10, et le Tableau A3 en

annexes.

La concanavaline A n’a aucun effet sur les teneurs en GSH des lymphocytes (Figure
9).

La vitamine C dans le milieu de culture induit une augmentation significative des
teneurs lymphocytaires en GSH par rapport a I’état basal. De plus, la concentration de

50 uM augmente plus le GSH intracellulaire par rapport a la concentration de 25 uM.

La vitamine E dans le milieu de culture induit aussi une augmentation significative
des teneurs lymphocytaires en GSH par rapport a I’état basal. L’effet est aussi dose
dépendant.

On constate aussi que la vitamine C et la vitamine E ont le méme effet sur les teneurs

lymphocytaires en GSH.

L’effet de la Concanavaline A, la vitamine C et la vitamine E est le méme sur
I’activité de la catalase des lymphocytes parce qu’elle augmente significativement et

de la méme fagon cette activité par rapport a la prolifération basale (Figure 10).
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Figure 9. Teneurs en Glutathion réduit (GSH) des lymphocytes en présence de

I’agent mitogeéne ou des vitamines C et E.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. GSH : glutathion réduit. La comparaison
des moyennes entre les incubations supplémentées en agent mitogéne ou en vitamines et
I’incubation basale est réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont
significativement différentes.
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Figure 10. Activité de I’enzyme catalase des lymphocytes en présence de ’agent

mitogene ou des vitamines C et E.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes entre les
incubations supplémentées en agent mitogéne ou en vitamines et I’incubation basale est
réalisée par le test t de student: * P < 0,01.
Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont
significativement différentes.
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4. Statut oxydant des lymphocytes en présence de ’agent mitogene ou des

vitamines C et E

Les résultats sur les teneurs en malondialdéhyde (MDA) et en protéines carbonylées
(PCAR) des lymphocytes sont représentés dans les Figures 11 et 12, et le Tableau A4

€n annexes.

La concanavaline A stimule significativement la production du malondialdehyde
(MDA) par les lymphocytes en culture par rapport a I’état basal. La supplémentation
en vitamine C ou en vitamine E provoque aussi une augmentation significative des
taux en MDA intracellulaire comparés aux taux a 1’état basal, et ceci quelque soit la
concentration des vitamines utilisée (Figure 11). Néanmoins, comparé a 1’effet de la
concanavaline A, 1’addition des vitamines C et E au milieu de culture induit une

réduction des teneurs intracellulaires en MDA.

Concernant les taux en protéines carbonylées lymphocytaires (PCAR), le méme effet
est observe, a savoir une augmentation par la concanavaline A et par la vitamine C a
25 et 50 UM et par la vitamine E seulement a 25 uM (Figure 12). En effet, la
vitamine E a 50 uM régule les taux lymphocytaires en PCAR et les ramene a des taux

semblables a ceux de 1’état basal.
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Figure 11. Teneurs en Malondialdéhyde (MDA) des lymphocytes en présence de

I’agent mitogeéne ou des vitamines C et E.

Chague valeur représente la moyenne + écart type. MDA : Malondialdéhyde.

La comparaison des moyennes entre les incubations supplémentées en agent mitogéne ou en
vitamines et I’incubation basale est réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont
significativement différentes.
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Figure 12. Teneurs en Protéines carbonylées (PCAR) des lymphocytes en

présence de I’agent mitogéne ou des vitamines C et E.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. PCAR : Protéines carbonylées.

La comparaison des moyennes entre les incubations supplémentées en agent mitogéne ou en
vitamines et I’incubation basale est réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont
significativement différentes.
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Discussion
Plusieurs nutriments sont reconnus pour leur capacité a moduler les fonctions

immunitaires, en particulier en présence du stress oxydatif. De nombreuses études ont
montré 1’effet bénéfique d’une supplémentation en vitamines, surtout la vitamine C et
E chez les personnes présentant une pathologie et un état de stress oxydatif important
(Favier, 2006; Noori, 2012; Moser et Chun, 2016).

La relation existant entre les fonctions physiologiques, le systeme immunitaire et les
nutriments est connue depuis de nombreuses années. En effet, I’ensemble des
fonctions essentielles des tissus et des organes, ainsi que celles du systeme
immunitaire requi¢rent de 1’énergie, des acides aminés, des lipides, des vitamines et
des oligoéléments. Ainsi, toute altération du statut nutritionnel chez une personne aura
des conséquences importantes sur les fonctions immunitaires et le fonctionnement de
I’organisme en général.

Le stress oxydant représente l’incapacité de 1’organisme a se défendre contre
I’agression des radicaux libres, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la
production de ces substances et la capacite de défense des antioxydants. Les
modifications fonctionnelles induites par un stress oxydant sont impliquées dans le
développement de différentes pathologies (Favier, 2006). Les supplémentations en
antioxydants, de maniere nutritionnelle (alimentation) ou a doses plus fortes, de type
pharmacologique, peuvent lutter contre le stress oxydatif, et protéger les cellules
contre les dégats oxydatifs, ce qui favorisera le fonctionnement normal et optimal de
’organisme.

Bien que les supplémentations en vitamines C et E sont largement utilisées, leurs
effets directs sur les cellules restent mal élucider.

Dans ce travail de Master, nous avons orienté notre recherche sur la détermination des
effets in vitro des vitamines C et E sur la prolifération lymphocytaire et le statut redox
intracellulaire des lymphocytes chez des personnes volontaires. Ces nutriments sont
utilisés a deux concentrations finales de 25 et 50uM pour les vitamines C et E.
L’isolement des lymphocytes se fait a partir d’un prélévement sanguin réalisé chez
des volontaires, utilisant un gradient d’Histopaque pour la récolte des cellules qui sont
par la suite mise en culture dans le milieu RPMI contenant tous les nutriments
nécessaires pour permettre la survie cellulaire. L’utilisation de la Concanavaline A
(Con A), agent mitogeéne spécifique des lymphocytes T, permet d’activer seulement la

prolifération des cellules T.
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Discussion
Le suivi in vitro de la prolifération cellulaire est largement utilisé et est considére

comme I’une des techniques indispensables afin de déterminer la réponse immunitaire
suite  a ’exposition des cellules a différentes concentrations des
micronutriments comme les vitamines.

Nos résultats ont prouvé que la supplémentation in vitro en vitamines a des effets
modulatoires importants sur la fonction des cellules T chez les personnes volontaires.
La présence de la vitamine C stimule significativement la prolifération lymphocytaire
chez les volontaires, et I’effet est dose dépendant. Ces résultats sont en accord avec
des travaux précédents montrant le role de la vitamine C dans ’amélioration de la
capacité prolifératrice des lymphocytes T (Chang et al., 2009; Molina et al., 2014).
Plusieurs travaux précedents ont suggéré que la supplémentation avec la vitamine C
améliore I’immunité (Strohle et Hahn, 2009). La supplémentation en vitamine C
augmente la production de cytokines par les cellules mononucléaires de sang
périphérique, ce qui active la prolifération cellulaire (Pavlovic, 2010).

De plus, la vitamine E augmente significativement la prolifération lymphocytaire chez
les volontaires de maniere dose dépendante. Nos résultats sont en accord avec
d’autres travaux qui confirment son effet puissant dans la stimulation de la
prolifération cellulaire, la réduction de 1’apoptose, 1’amélioration de la fluidité
membranaire et la protection des cellules (Lee et Wan, 2000).

Parmi les antioxydants, la vitamine E est le plus intensivement étudiée en ce qui
concerne des effets immunostimulants. L’effet de la vitamine E sur I’immunité était
intensivement étudié chez les sujets agés qui ont été supplémentés avec la vitamine E.
Cette étude montre que I’hypersensibilit¢é est diminuée et la production des
lymphocytes est augmentée chez les personnes supplémentées en vitamine E (Han
et Meydani, 2006).

Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer 1’action de la vitamine E. Le
fonctionnement le plus connu est que la vitamine E protege les lipides membranaires
contre les radicaux libres. Cependant, ce dernier n’est pas le seul mécanisme d’action
de cette vitamine sur I’immunité, étant donné que la vitamine E influence les
différentes voies de signalisation cellulaire. La vitamine E aussi s’insére au niveau de
la bicouche lipidique en stabilisant les structures membranaires cellulaires (Flohe et
Traber, 1999).



Discussion
Dans notre étude, 1’agent mitogéne Con A stimule la prolifération in vitro des

lymphocytes et provoque une altération du systéme redox de la cellule. En effet, la
Con A induit une augmentation des teneurs intracellulaires en MDA et en protéines
carbonylées par rapport a la prolifération basale. 1l faut rappeler que le MDA est le
marqueur de la peroxydation des lipides et que les protéines carbonylées sont les
marqueurs de I’oxydation des protéines. Ainsi, la Con A semble générer un stress
oxydatif dans la cellule. Cependant, la Con A provoque une augmentation de 1’activité
catalase intracellulaire, en faveur d’une augmentation de la défense antioxydante des
lymphocytes. Ces résultats sont en accord avec les études précédentes montrant une
modification du statut redox lors de I’activation des lymphocytes par des mitogénes
(YYan et Banerjee, 2010).

Les vitamines C et E sont connues pour leur pouvoir antioxydant. Nos résultats ont
prouvé que le traitement des lymphocytes par la vitamine C ou E a modulé le statut
oxydant / antioxydant des lymphocytes en culture. Les vitamines C et E induisent une
augmentation significative d'activité de la catalase avec une diminution concomitante
des teneurs en MDA et en protéines carbonylées au niveau des lymphocytes traités.
De plus, la vitamine C et la vitamine E augmentent les teneurs cellulaires en GSH.
Ces résultats suggerent que le statut oxydant/ antioxydant des lymphocytes est
amélioré par les vitamines C et E. Nos résultats sont en accord avec les rapports
précédents qui ont montré le pouvoir antioxydant de la vitamine C et E (Traber et
Stevens, 2011). Nos résultats ont également confirmé des résultats précédents
prouvant que les vitamines C et E peuvent moduler I'immunité et réduire le stress
oxydant dans les lymphocytes (Zingg, 2007 ; Strohle et Hahn, 2009; Traber et
Stevens, 2011).

Nos résultats confirment aussi que les vitamines C et E renforcent la capacité
antioxydante des cellules par leur puissant effet contre la génération des radicaux
libres et par la stimulation de la protection antioxydante. En effet, la défense
antioxydante est améliorée par les vitamines C et E qui induisent une augmentation
significative des teneurs intracellulaires en vitamine C et en GSH et de l’activité
catalase. Nos résultats sont en accord avec des travaux qui précédent (Mezouar et al.,
2016; Meraou et al., 2016) et confirment les effets bénéfiques des vitamines C et E
par leurs effets antioxydants qui protégent les cellules contre les dommages infligés

par les radicaux libres.



Discussion
L’étude de Lu et al. (2016) montre que la vitamine E alimentaire augmente les

performances de croissance et le statut antioxydant. De plus, une autre étude montre
que la vitamine E protege les acides gras polyinsaturés contre les agressions
oxydatives au niveau des membranes biologiques (Traber et Stevens, 2011).

De plus, a coté de leurs effets bénéfiques, certaines vitamines ont un double caractere
vis-a-vis de leur effet antioxydant telle que la vitamine C qui est un antioxydant
diététique puissant a caractére double ou elle présente un effet pro-oxydant qui génere
des radicaux libres réactifs et qui induisent des effets cytotoxiques a des
concentrations  élevées pharmacologiques. Les doses utilisees lors des
supplémentations doivent étre donc bien étudiées afin d’éviter les effets pro-oxydants
des vitamines.

Dans notre étude, les deux doses utilisées (25 et 50 uM) des vitamines C et E
semblent étre bénéfiques puisqu’on n’a pas observé d’effet oxydant. Seul I’effet
antioxydant (réduction de MDA et de protéines carbonylées) est noté suite a la

supplémentation en ces deux vitamines.



'Conclusion




Conclusion
De nombreux nutriments tels que les vitamines sont reconnus pour leur capacité a

moduler les fonctions immunitaires, en particulier en situation pathologique,
inflammatoire, et en présence du stress oxydatif. Les carences en micronutriments et
en antioxydants sont a 1’origine de I’installation de plusieurs maladies, et deviennent
tres fréquentes de nos jours. Ceci représente un probléeme de santé publique qui doit
étre pris en charge.

Nos résultats dans le cadre du Master en physiopathologie cellulaire mettent en
évidence les effets des vitamines C et E sur la prolifération des lymphocytes T, ainsi
que sur le statut oxydant / antioxydant lymphocytaire. Nos résultats permettent de
prouver que les vitamines C et E, a la concentration de 25 et 50 uM, possédent des
effets immuno-stimulateurs puisqu’ils induisent la prolifération des lymphocytes in
vitro. De plus, ces deux vitamines réduisent le stress oxydatif intracellulaire en
abaissant les oxydants (MDA, Protéines carbonylées) et en augmentant les
antioxydants (vitamine C, GSH, catalase). Leur effet au niveau de la cellule est donc
tres effectif et significatif.

Ces vitamines peuvent donc constituer une nouvelle approche préventive ou
thérapeutique, qui mettrait davantage I’accent sur 1’aspect nutritionnel et moléculaire.

La mise en évidence de carences ou de déséquilibres du statut antioxydant, ou de
perturbations du statut oxydant expose toute personne a un risque plus ou moins élevé
de développer des maladies chroniques et d’accélérer les phénomeénes de son
vieillissement.

La prise en charge du stress oxydatif se justifie pleinement par la supplémentation en
vitamines; la preuve de l'efficacité des antioxydants dans la prévention des maladies
cardiovasculaires, métaboliques, et des cancers n’est plus a discuter. Cependant, la
prise non contrélée d’antioxydants, en vente libre, n’est pas toujours bénéfique,
parfois inefficace et dangereuse.

Néanmoins, une prise controlée et modérée de vitamines va permettre d’enrichir la
cellule en antioxydants afin de lutter contre le stress oxydatif et peut ainsi constituer

de nouvelles pistes thérapeutiques mettant en jeu les antioxydants.
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Annexes
Tableau Al. Indice de prolifération des lymphocytes en présence de ’agent

mitogéne ou des vitamines C et E

Incubations Indice de prolifération
Basale 54,95+ 4,52 F
Concanavaline A 97,62 +3,47°¢"
Vitamine C (25 pM) 131,19 +7,08 9"
Vitamine C (50 pM) 182,86 +6,11°"
Vitamine E (25 uM) 165,22 + 6,88 ¢~
Vitamine E (50 pM) 207,47 £ 8,032

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes
entre les incubations supplémentées en agent mitogéne ou en vitamines et 1’incubation
basale est réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b,

c,...) sont significativement différentes.
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Tableau A2. Teneurs en vitamine C des lymphocytes en présence de ’agent

mitogene ou des vitamines C et E

Incubations Vitamine C (nmol/108 cellules)
Basale 3,58+0,53°
Concanavaline A 3,62+£0,28°
Vitamine C (25 uM) 11,29+ 0,74 %"

Vitamine C (50 uM)

19,52 +1,152"

Vitamine E (25 uM)

517 +0,489"

Vitamine E (50 uM)

7,55+0,33¢"

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes

entre les incubations supplémentées en agent mitogéne ou en vitamines et 1’incubation

basale est réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer

les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b,

c,...) sont significativement différentes.
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Tableau A3. Statut antioxydant des lymphocytes en présence de I’agent mitogéne

ou des vitamines C et E

Incubations GSH (nmol/108 cellules) | Catalase (U/10°
cellules)
Basale 1,28 +0,12°¢ 25,44 +1,35°
Concanavaline A 1,32 +0,17°¢ 29,88 +1,312"
Vitamine C (25 pM) 1,61+0,14°" 28,37 +1,222"
Vitamine C (50 uM) 2,05+0,152" 29,41+1,262%"
Vitamine E (25 uM) 1,67 +0,08°" 28,92 +1,042"
Vitamine E (50 uM) 2,11+0,102" 30,88 +1,112"

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. GSH: glutathion réduit. La
comparaison des moyennes entre les incubations supplémentées en agent mitogéne ou
en vitamines et I’incubation basale est réalisée par le test t de student: * P < 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b,

c,...) sont significativement différentes.




Annexes
Tableau A4. Statut oxydant des lymphocytes en présence de I’agent mitogéne ou

des vitamines C et E

Incubations MDA (nmol/10° cellules) | PCAR (U/10° cellules)
Basale 154+0,22f 0,64 +0,05 ¢
Concanavaline A 351+0,252" 1,88 +0,04 2"
Vitamine C (25 uM) 2,63+0,32°" 1,33+0,03°"
Vitamine C (50 uM) 1,88 +0,23 9" 1,05+ 0,04 4~
Vitamine E (25 pM) 222+0,11¢" 1,15+0,03¢"
Vitamine E (50 uM) 1,50 +0,12°¢" 0,68+ 0,04 ¢

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. MDA : Malondialdéhyde ; PCAR :
Protéines carbonylées. La comparaison des moyennes entre les incubations
supplémentées en agent mitogéne ou en vitamines et I’incubation basale est réalisée
par le testt de student: * P <0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations) sont réalisées par le test
ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b,

c,...) sont significativement différentes.




Resume

Afin de tester les effets des vitamines C et E in vitro sur des cellules en culture, nous avons travaillé
sur un modeéle de cellules humaines d’origine lymphocytaire. Les lymphocytes T sont isolées a partir
d’un prélévement sanguin et séparés par une centrifugation selon un gradient de densité de
I’histopaque, puis incubés dans un milieu RPMI en présence d’un agent mitogene (la concanavaline A),
des vitamines C et E a des concentrations différentes de 25 et 50 uM pendant 48 heures a 37°C et a 5%
de CO,. Ces cellules sont par la suite utilisées pour analyser la prolifération cellulaire et le statut redox
intracellulaire (vitamine C intra lymphocytaire, catalase, glutathion réduit, malondialdéhyde, protéines
carbonylées). Nos résultats montrent que la concanavaline A stimule la prolifération des lymphocytes.
Les vitamines C et E potentialisent cet effet d’une fagon dose dépendante. En plus, la concanavaline A
stimule la production du malondialdéhyde et des protéines carbonylées par les lymphocytes T en
culture, avec une légére augmentation de la catalase. Les vitamines C et E régulent le stress oxydatif
intracellulaire en diminuant les taux lymphocytaires en protéines carbonylées et en malondialdéhyde
intracellulaires et en augmentant les défenses intracellulaires (vitamine C, GSH et catalase). De plus,
I’effet protecteur de la vitamine C et E est plus important & la concentration de 50 uM. En conclusion,
les vitamines C et E jouent un réle immunostimulant et antioxydant ; la supplémentation en ces
vitamines est donc a recommander.

Mots-clés : Vitamine C, vitamine E, cellule en culture, concanavaline A, statut redox intracellulaire,
lymphocyte T, catalase, malondialdéhyde, glutathion réduit, protéines carbonylées.

Abstract

In order to test the in vitro effect of vitamins C and E on cells in culture, we have worked on a model of
human cells of lymphocyte origin. T lymphocytes are isolated from blood sample and separated by
centrifugation at a histopaque density gradient and then incubated in RPMI medium in the presence of
a mitogen (concanavalin A), vitamins C And E at different concentrations of 25 and 50 uM for 48
hours at 37 °C and 5% CO2. These cells are subsequently used to analyze cell proliferation and
intracellular redox status (vitamin C intra lymphocyte, catalase, reduced glutathione, malondialdehyde,
carbonyl proteins). Our results show that concanavalin A stimulated lymphocyte proliferation.
Vitamins C and E boosted this effect in a dose dependent manner. In addition, concanavalin A
stimulated the production of malondialdehyde and carbonyl proteins by T lymphocytes in culture with
a small increase in catalase activity. Vitamins C and E regulated intracellular oxidative stress by
reducing lymphocyte levels of carbonyl proteins and malondialdehyde and by increasing intracellular
antioxidant defense (vitamin C levels, GSH, catalase). In addition, the protective effect of vitamins was
more pronounced at 50 pUM. In conclusion, vitamins C and E displayed immune-stimulant and
antioxidant effect; supplementation with these vitamins is then recommending.

Keywords: vitamin C, vitamin E, culture cell, concanavalin A, intracellular redox status, T
lymphocyte, catalase, malondialdehyde, reduced glutathione, carbonyl proteins.
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