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Résumé

Le vieillissement est un événement biologique inévitable, associé a des altérations du
systéme immunitaire. La supplémentation en nutriments pourrait améliorer ces anomalies. Le
but de cette étude est d’établir des stratégies alimentaires simples afin d’améliorer la santé et
la réponse immunitaire des personnes agées. 50 personnes agées (age supérieur a 65 ans) et 80
personnes jeunes (age compris entre 25 et 35 ans) sont sélectionnées dans la région Tlemcen.
L’état nutritionnel est évalué en utilisant I'IMC, les scores MNA, SNAQ et dosage
d’albumine plasmatique. Les parametres biochimiques et métaboliques sont dosés par des Kits
colorimétriques et/ou enzymatiques. Le stress oxydant est évalué dans le lysat érythrocytaire
en dosant le glutathion réduit (GSH), le malondialdéhyde (MDA), les protéines carbonylées
(PC) et la catalase. Les lymphocytes du sang périphérique sont isolés en utilisant un gradient
de densité d'Histopaque. Ils sont cultivés in vitro et stimulés par la Con A, en présence ou en
absence de vitamines et des huiles. La prolifération cellulaire est déterminée par le test MTT
et la sécrétion de l'interleukine-2 et de linterleukine -4 est quantifiée par kit Elisa. Le statut
oxydant / antioxydant intra-lymphocytaire était aussi déterminé. Nos résultats obtenus du
score MNA montrent que 44 % des hommes ageés et 52% des femmes agées ont un risque de
malnutrition. Ces sujets présentent des altérations métaboliques et un stress oxydant évident.
Le taux de prolifération des lymphocytes T est diminué avec I’age résultant de l'altération de
la sécrétion des cytokines, de la diminution du GSH et du stress oxydatif intracellulaire. Chez
les personnes ageées, la vitamine C, E et le NADH, I’huile de nigelle améliorent de maniére
significative la prolifération des lymphocytes et le pouvoir antioxydant cellulaire, tandis que
la vitamine A, les huiles de tournesol et de noix n'ont pas d'incidence sur la prolifération
cellulaire ni sur I’état redox cellulaire dans cette population. Par contre, I’huile de lin diminue
la prolifération lymphocytaire aussi bien chez les &gés que chez les jeunes. En conclusion, le
traitement in vitro des lymphocytes par les vitamines et I’huile de nigelle améliore la réponse
immunitaire chez les personnes agées et peuvent étre utiles dans la prévention des altérations
immunitaires liées a I'age.

Mots Clés: vieillissement, lymphocytes, nutrition, cytokines, stress oxydant.



Abstract

Aging is an inevitable biological event, associated with immune alterations, oxidative stress
and malnutrition. Nutrient supplementation could improve these abnormalities. The purpose
of this study is to establish simple dietary strategies to improve the health and immune
response in the elderly. 50 old subjects (age over 65 years) and 80 young men and women
(age between 25 and 35 years) were selected in Tlemcen area. The nutritional status was
assessed by using BMI, MNA, SNAQ scores and plasma albumin assay. The biochemical and
metabolic parameters were assayed by colorimetric and / or enzymatic kits. The oxidative
stress was evaluated in the erythrocyte lysate by assaying reduced glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA), carbonyl proteins (CP) and catalase. Peripheral blood lymphocytes
were isolated using histopaque density gradient. They were cultured in vitro and stimulated by
Con A, in the presence or absence of vitamins and oils. Cell proliferation was determined by
the MTT assay. Secretion of interleukin-2 and interleukin-4 was quantified by Elisa kit. The
intra-lymphocyte redox status was also determined. Our results obtained from the MNA score
show that 44% of elderly men and 52% of elderly women have a risk of malnutrition. These
subjects exhibit metabolic alterations and oxidative stress. The rate of proliferation of T
lymphocytes is decreased with age resulting from altered cytokine secretion, decreased GSH
and intracellular oxidative stress. In the elderly, vitamin C, E, NADH, and Nigel oil
significantly improve lymphocyte proliferation and cellular antioxidant power, while vitamin
A, sunflower and walnut oils do not affect cell proliferation and the cellular redox status in
this population. On the other hand, linseed oil decreases lymphocyte proliferation in both the
elderly and the young. In conclusion, the in vitro treatment of lymphocytes with vitamins and
Nigel oil improves the immune response in the elderly and may be useful in preventing age-
related immune alterations.

Keywords: aging, lymphocytes, nutrition, cytokines, oxidative stress.
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Université Abou Bekr BELKAID-Tlemcen-Algérie Laboratoire Ppabionut

Le vieillissement, un phénomeéne biologique normal qui affecte tout organisme vivant,
constitue une des préoccupations majeures du monde entier et un passionnant sujet de
recherche a différents niveaux: sociale, anthropologique, économique, et biologique...etc.
Les preuves scientifiques suggerent que la fréquence du vieillissement augmente
dramatiquement dans le monde, considéré comme probleme de santé publique (Bauduer,
2011). Au niveau mondial, le nombre de personnes agées de 65 ans ou plus passe de 524
millions en 2010 & presque de 1.5 milliard en 2050 (Delgado et al., 2013). Aux Etats-Unis, le
nombre actuel de la population agée plus de 65 ans sera doublé en 2060, il sera environ de 98
millions avec un pourcentage de 24% de la population totale (Mather et al., 2015). Au
Canada, plus du quart de la population québécoise serait agée de 65 ans et plus et en 2041 une
personne sur six aurait 75 ans et plus et une sur dix-huit, 85 ans et plus (Choiniére, 2010).
Dans les pays de I’Union Européenne, le pourcentage des personnes agées plus de 65 ans
s’éleve de 17 a 30 % vers I’année 2060 (Santoro et al., 2013). Selon les rapports de la
banque mondiale en 2012, dans le Moyen Orient et I’Afrique du Nord, le pourcentage de la
population agée de plus de 65 ans est estimé a 4,7% de la population totale (336 millions).
L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que de 2000 a 2050, le taux de
croissance de la population au-dessus de 65 ans devrait étre de 4% -5%, et le taux de
croissance annuel moyen des vieux (85 ans et plus) dépassera 5% dans onze pays arabes
(Hajjar et al., 2013). Selon les derniéres enquétes, en 2050, I’age moyen des Algériens va
atteindre les 42 ans ; les seniors seront alors 12 millions, ce qui représentera 25% de la
population (Ait Sadi, 2014).

L’augmentation du pourcentage des personnes agées a un impact social considérable a
différents niveaux: pyramide des ages (papy boom), retraite et pensions, dépendance,
institutions, santé publique (maladie d’Alzheimer, ostéoporose, etc.). L’aspect qualitatif du
vieillissement doit également étre envisagé comme le souligne un slogan émis par I’OMS en
1986 : « ajouter des années a la vie mais aussi de la vie aux années », ce qui a pu étre traduit
par «vieillissement réussi» (Bauduer, 2011).

Chez les personnes agées, on a signalé que plusieurs paramétres hématologiques et
immunologiques sont changés (Pandey et Rizvi, 2014). Ces changements relatifs & I'age sont
considérés comme des facteurs de risque pour I’apparition des pathologies graves telles que
les cancers, des désordres inflammatoires chroniques, l'autoimmunité et les infections
(Cannizzo et al., 2011).

Au cours du vieillissement, il y a un déclin dans la prolifération, la production de nouveaux

lymphocytes naifs, et une réduction de plusieurs cytokines impliqués dans ce processus tel
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que linterleukine 2 (1I-2) (De la Fuente, 2014). Ce processus, également appelé
I'immunosénescence, est caractérisé par une augmentation du taux cellulaire d'apoptose, une
involution thymique, un changement du répertoire de cellules de T, et une accumulation des
cellules mémoires (Ostan et al., 2006 ; Alvarez-Rodriguez et al., 2012 ).

Les facteurs influencant le vieillissement sont multiples. Ils comprennent le mode de vie, le
régime alimentaire, la consommation d‘alcool, le tabagisme, le stress..., etc. En se concentrant
sur les niveaux moléculaires, des facteurs de style de vie sont étroitement liés a la notion de
stress oxydatif (Saeidnia et Abdollahi, 2013). Parmi les théories proposées pour le
vieillissement, la théorie des radicaux libres proposée par Harman en 1956, également
connue en tant que théorie de stress oxydant, a recu un appui étendu. Elle propose que la
détérioration de I’organisme liée a la longévité soit en particulier une conséquence de
l'accumulation des molécules cellulaires endommagées par les radicaux libres (Zhang et al.,
2003 ; Espino et al., 2012 ). Les radicaux libres sont des dérivés instables et toxiques de
I’oxygene ou nitrogene qui réagissent et altérent les biomolécules tels que I’ADN, les lipides
et les protéines. Dailleurs, le vieillissement est principalement caractérisé par un déséquilibre
entre la production et I'élimination des espéces réactives de l'oxygéne (ERO) et par un taux
élevé de biomolécules oxydées (Cannizzo et al., 2012). Les fonctions lymphocytaires sont
influencées par le vieillissement et sont liées aux changements dans les voies de signalisation
intracellulaires provoqués par le stress oxydant (Hirokawa, 1999 ; Fulop et al., 2014 ). En
outre a I’échelle lymphocytaire, le vieillissement est caractérisé par des niveaux accrus en
radicaux libres et une capacité antioxydante diminuée (Gautam et al., 2010). En effet, les
personnes agées sont généralement déficientes en certains nutriments notamment les
antioxydants (Visioli et Hagen, 2007 ; Mocchegiani et Malavolta, 2009). Pour cette raison,
les micronutriments et les antioxydants sont des éléments clés pour le maintien d’un
vieillissement en bonne santé (Saeidnia et Abdollahi, 2013). De plus, la nutrition a un réle
pivot dans la fonction du systéme immunitaire, particulierement chez les individus agés (De
la Fuente, 2014). Les personnes agées sont fréquemment affectées par la malnutrition pour
beaucoup de raisons. Tout d'abord, I'état socio-économique faible peut mener a une
consommation des nourritures peu colteuses déficientes en micronutriments. Les probléemes
digestifs, la difficulté de mastication, la perte de dents, et la consommation de médicaments
contrecarrent l'absorption nutritive dans lintestin (Ferry, 2013). Les données nationales de
l'enquéte d'examen de santé et de nutrition (NHANES) de 2003 a 2008 prouvent que les
consommations des vitamines A, C, D, E, K et B9 sont basses chez une proportion
significative de la population agée aux Etats-Unis (Mohajeri et al., 2015). Une autre étude
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releve qu’une prise insuffisante de protéines, insuffisance de vitamines, en particulier les
vitamines A, C et E, et le manque d'oligoéléments peuvent avoir des conséquences néfastes en
altérant la fonction immunitaire chez les personnes agées (Wu et al., 2012). Pour cette raison,
I’amélioration du statut nutritionnel chez les agés pourrait favoriser un vieillissement sain et
réussi (Momtaz et Abdollahi, 2012).

La supplémentation en nutriments (vitamines, acides gras...) peut avoir des effets favorables
sur I’état général des personnes agées et peut méme améliorer leur réponse immunitaire.
Divers systémes expérimentaux peuvent servir a élucider les effets de différents nutriments
sur les cellules. Les caractéristiques cellulaires des lymphocytes en culture fournissent des
avantages uniques pour les protocoles expérimentaux. En effet, plusieurs études récentes ont
utilisé les lymphocytes en culture pour tester différentes substances chimiques (Medjdoub et
al., 2011; Baba Hamed et al., 2012; Baba Ahmed et al., 2014). De plus, dans notre laboratoire,
nous avons utilisé cette technique de culture afin de tester certains nutriments sur la fonction
cellulaire (Djelti et al., 2014; Meraou et al., 2016; Mezouar et al., 2016).

Dans ce méme contexte, notre thése de doctorat a comme objectifs :

- Déterminer I’état nutritionnel des personnes agées de la région de Tlemcen.

- Déterminer les parametres biochimiques, métaboliques et les marqueurs de stress oxydant
chez ces personnes agées.

- Evaluer I’effet correctif in vitro de certains nutriments sur la fonction lymphocytaire chez les
personnes agées.

Le but de notre travail de doctorat est de mettre en relief des outils nutritionnels simples afin

d’améliorer la santé des personnes agées.



Etat actuel sur le sujet
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1. Physiologie du vieillissement

Le vieillissement est un processus biologique inévitable non pathologique, caractérisé par des
variations biochimiques et physiologiques spontanées comprenant la susceptibilité accrue aux
maladies, aux états environnementaux défavorables et a la perte de mobilité et d'agilité
(Mocchegiani et Malavolta, 2009).

Le vieillissement est accompagné par une diminution progressive de I’efficacité des fonctions
biologiques. Il implique des déterminants socioéconomiques, environnementaux et genétiques
qui regulent son rythme, sa durée et en modulent sa qualité. Dans I’espéce humaine, la durée
de vie maximale (la longévité) est d’environ 120 ans. Globalement, les progrés culturels et
techniques conjugués aux avancées biomédicales ont permis une augmentation de I’espérance
de vie, du nombre de personnes agées et méme des centenaires a I’échelle de la planéte (Ly et
al., 2013). Le Tableau 1 montre la tendance de la croissance des personnes agees dans le

monde.

Tableau 1. Les tendances mondiales en matiére de croissance de la population des
personnes agées de plus de 60 ans (en millions) ( Amarya et al., 2015)

1980 1990 2000 2010 2020
Le monde 381,2 484,7 608,7 754,2 1011,6
Pays développés 173,3 203,6 234,6 232,4 308,2
Pays en voie de| 2079 281,8 374,1 491,8 703,4
développement
La Chine 78,6 101,2 131,7 167,9 238,9
L’Inde 44,6 60,2 81,4 107 149,7

Au fil du temps, les grandes fonctions de I’organisme telles que I’appareil circulatoire et
digestif, le systeme endocrinien ainsi que le systéme immunitaire, deviennent moins
performants. De méme, la régression des fonctions cognitives et mémorielles constitue un des
marqueurs du vieillissement (Ly et al., 2013).

La perte de masse musculaire et I’augmentation du tissu graisseux sont caractéristiques du
processus de vieillissement. La masse maigre atteint son maximum au cours de la troisieme
décennie. Aprés une phase de stabilité, un déclin est ensuite observé qui va s’accélérer a partir
de la septiéme décennie. La masse corporelle s’accroit jusqu’a I’age de 60 ans, avec ensuite
une tendance a la perte de poids pour plus de 60 % de la population (Bonnefoy, 2010).
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Le vieillissement est associé a des altérations du metabolisme. Il conduit souvent & une
augmentation de l'adiposité viscérale et sous-cutanée. Le déréglement du métabolisme
lipidique lié a I’age dans les adipocytes sous-cutanés a pu en partie expliquer non seulement
les augmentations de l'adiposité viscérale mais également le dépbt des lipides dans les tissus
non-adipeux tels que les muscles, le foie et le pancréas (Garg et al., 2014). Avec I’age, les
molécules inflammatoires augmentent dans le tissu adipeux et peuvent contribuer a Inflamm-
aging, le tissu adipeux a été impliqué dans le profil pro-inflammatoire des adipocytokines
(faible taux d’adiponectine et de leptine, hausse du TNF-a et IL-6) observé au cours du
vieillissement (Garg et al., 2014). La distribution des graisses corporelles est associée a
I’expression des genes pro-inflammatoires dans les cellules mononuclées du sang
périphérique (Hermsdorff et al., 2010). Une augmentation des teneurs en protéines de réaction
inflammatoire interviendrait aussi dans la survenue de la sarcopénie observée lors du
vieillissement (Ferry, 2008).

Il est important de souligner que l'obésité compromet I'immunité avec accélération
d’involution thymique liée a I'age, réduction de la production de lymphocytes T naives, et
restriction de la diversité du répertoire TCR (Yang et al., 2009). Le TCR (T cell receptor)
proprement dit permet la reconnaissance de I’antigéne ; chaque lymphocyte T exprime un
TCR a sa surface. On distingue deux types de TCR en fonction des chaines qui le constituent:
TCR ol et TCR yd. Ces derniers représentent un type de lymphocytes T particuliers
minoritaires dans le sang circulant. Théoriquement, Ila taille du répertoire des lymphocytes T
o est trés grande, 10™° TCR différents pourraient &tre générés. Le nombre de lymphocytes T
dans I’organisme est toutefois limité & 10* et la taille mesurée du répertoire est en fait de
I’ordre de 10° TCR différents (Nikolich-Zugich et al., 2004).

L’obesité est en soi un facteur de risque de mauvais vieillissement, puisqu’elle est a I’origine
de morts prématurées et qu’elle fait le lit du diabéte de type I, mais aussi des maladies
cardiovasculaires, de I’arthrose et autres maladies chroniques (Ferry, 2008).

Comme toute fonction physiologique, les mécanismes de glycorégulation subissent les effets
du vieillissement, avec une augmentation réguliere des glycémies postprandiales avec I’age
(mais qui restent dans les normes chez les non diabétiques) et une augmentation du risque
d’hyperglycémie. Plusieurs facteurs interviennent dans ce vieillissement. Les modifications
anthropométriques observées chez les sujets agés vont dans le sens d’une diminution de la
sensibilité a I’insuline, avec une augmentation de la masse grasse, une répartition plutét
abdominale du tissu adipeux, et une diminution de la masse musculaire. Chez les sujets agés,

le diabete constitue un véritable probléme de santé publique, tant en termes d’importance
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épidémiologique qu’en termes de retentissement de cette maladie sur I’état global de santé
(Gonzalez et al., 2010).

La sarcopénie chez les personnes agées est un probleme de santé publique important car elle
conduit au ralentissement du mouvement, a I’augmentation du risque de blessure et a la perte
d'autonomie. La masse et la force musculaire sont faibles en raison d'un déclin de la
transmission neuromusculaire, la structure, la fonction, le métabolisme et la performance
musculaire (Heck et al., 2015). Les capacités d’anabolisme musculaire diminuent avec I’age,
Ces altérations sont dues aux modifications hormonales, comme la baisse de la sécrétion de
I’lhormone de croissance GH, d’IGF1 et des hormones sexuelles (Ferry, 2008).
L'augmentation des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF-a) favorise l'activation
de JNK (c-jun amino terminal kinase) et IKK-f (inhibitor of «B kinase) qui dans le muscle
interfére avec la sensibilité a l'insuline, en activant la phosphorylation du IRS1.

A I’échelle moléculaire, la phosphorylation de résidu IRS1 (insulin receptor substrate 1) est
responsable de I’altération de la voie de signalisation insulinique. Cette altération peut étre la
conséquence d’une inhibition de I’interaction IRS/récepteur insulinique. JNK et IKK-B
alterent a la fois la fonction du récepteur de linsuline et interferent avec sa voie de
signalisation en aval menant & une insulino-résistance (Heck et al., 2015). La Figure 1 illustre

le role du vieillissement dans I’insulino-résistance.

Masse et force o
musculalre

Vieillissement /

4! Activite physigue

T tissu adipeux

Inflammation
chronigque a bas bruit

Stress oxydant
Cytokines
Inflammatolres

L
Insulino-réesistance

Figure 1. Réle du vieillissement dans I’altération musculaire liée a I’insulino-résistance
(Heck et al., 2015).
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L’ hypertension artérielle (HTA) est un facteur de risque cardiovasculaire dont I’incidence
augmente avec I’age. Au cours du vieillissement, 'HTA connait des modifications
quantitative et qualitative. Sa prévalence augmente significativement, avec une prévalence de
pres de 50 % pour la tranche d’age des 60-65 ans et jusqu’a plus de 70 % pour la tranche
d’age 80-85 ans (Vogel et al., 2013).

On observe aussi chez le patient 4gé des perturbations de la flore intestinale qui seraient a
I’origine de I’état inflammatoire associé au vieillissement. Par conséquent, on assume que
certains microbes peuvent tirer profit de nouveaux changements écologiques, menant a une
variation dramatique dans la composition du microbiote d'intestin du sujet agé. La structure
du microbiote intestinal des personnes agées saines est différente de celle des adultes jeunes
en bonne santé. Ce phénomene est considéré comme un résultat du vieillissement, mais il peut
également accélérer la sénescence. Des chercheurs ont comparé la flore fécale des personnes
agées (61-95 ans vieux) avec celles des jeunes adultes en bonne santé. Le recensement des
bactéries totales, Bifidobacterium veillonella et Eubacterium ont été diminués sensiblement,
tandis que Clostridium perfringens et lactobacillus ont été augmentés. En outre, les fréquences
de l'occurrence des Bifidobacterium et Micrococaceae ont été diminuées, alors que celles de
Clostridium perfringens et d'autres especes de Clostridium et les levures ont été augmentées
significativement chez les personnes agées comparées a celles des adultes en bonne santé. La
diminution du bifidobacterium dans le microbiote intestinal peut étre considérée comme une
caractéristique importante du vieillissement (Ouwehand et Vaughan, 2006).

Il existe plusieurs théories explicatives du phénomeéne de vieillissement au niveau cellulaire et
moléculaire a travers différentes hypotheses génétiques ou non génétiques, notamment
oxydatives et celle de glycation. On dénombre plus de 350 théories du vieillissement. Alors
que les théories stochastiques invoquent des événements isolés ponctuels aléatoires, comme
les mutations de genes, les théories systémiques invoquent des successions enchainées
d’événements. Dans les théories génétiques, on parle surtout de vieillissement programmé,
d’une durée de vie programmée ou d’horloge biologique comme s’il existait un compteur
interne a la cellule. Il semble qu’un tel compteur existe aux extrémités du chromosome sous

forme du « télomere » (De Jaeger, 2011).
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2. Vieillissement et stress oxydant

Les théories stochastiques attribuent un réle prépondérant aux espéces réactives de I’oxygeéne.
Par définition, l'oxydation désigne une réaction chimique dans laquelle un atome, un ion ou
une molécule donne des électrons a son partenaire réactionnel. Ce transfert d'électrons change
la chimie de la molécule réceptrice d'électrons. Un atome ou une molécule stable qui accepte
un électron supplémentaire (et porte alors un électron non appari€) est appelé radical libre et
peut devenir trés réactif car il a un besoin intrinséque de perdre et de transférer des que
possible cet électron supplémentaire qui est a la base de sa réactivité. L'oxygéne présent en
quantités élevées dans les mitochondries sera le plus souvent réduit a l'eau. Pendant ce
processus, 1’02 accidentellement recoit des électrons supplémentaires devenant lui-méme un
radical (O.-2, radical superoxyde) et qui est alors a l'origine d'autres espéces radicalaires
dérivées de l'oxygene ( Behl et Ziegler, 2014).

Dans la cellule, les especes réactives de I’oxygene (ERO) sont nécessaires pour quelques
mécanismes physiologiques. Par exemple, les ERO jouent un rdle dans les voies de
signalisation, l'expression des geénes et I'élimination de microbes pathogenes via la
phagocytose (Behl et Ziegler, 2014). Cependant, les quantités excessives d’ERO causent des
dégats, elles peuvent endommager les composants cellulaires comme les hydrates de carbone,
les acides gras polyinsaturés, I’ADN et les protéines. Par conséquent, les cellules mettent en
jeu un systeme de défense contre les ERO. Elles contiennent une série de composés
antioxydants capables de capturer et inactiver les ERO (Hohn et al., 2013).

Le stress oxydatif se défini comme un déséquilibre entre la production des ERO soit les
radicaux libres et le systeme de défense antioxydant mis en place pour combattre les
dommages oxydatifs (Jacob et al., 2013).

Les radicaux libres sont des molécules qui contiennent un ou plusieurs électrons non appariés
dans leur coquille externe. Ils sont tres instables et réactifs, et essayent d'acquérir un électron
de la molécule voisine et de déclencher une réaction en chaine. Les radicaux d’oxygéne, tels
que l'anion superoxyde (O,.-), le radical hydroxyle (OH.), le peroxyde d'hydrogene (H.0,), le
radical d'hypochlorite (OHCI.) et le radical de peroxyl (ROO.) constituent le groupe fortement
réactif des espéces de l'oxygéne appelées les espéces réactives de l'oxygene (ERO). Les
radicaux réactifs d'azote constituent également une autre catégorie de radicaux libres, tels que
l'oxyde nitrique (NO) et le bioxyde nitrique (NO2.), I’'anion de peroxynitrite, et I'ion de
nitroxyl (Sharma et al., 2013).
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La principale source endogene de production des ERO est le métabolisme mitochondrial, car
la réduction de l'oxygene par la chaine respiratoire mitochondriale produit également des
radicaux d'anion superoxyde. En effet, une grande partie d’oxygéne est réduite en I'eau par
I’enzyme cytochrome C oxydase, mais une petite proportion des molécules de l'oxygene (1-
2%) est convertie en radical d'anion superoxyde, la plupart du temps par l'intermédiaire du
complexe I (NADH déshydrogénase), et le complexe Il (coenzyme Q - cytochrome C -
oxydoréductase). D'autres sources des ERO sont le métabolisme du cytochrome P450,
I’inflammation et les facteurs environnementaux (HOhn et al., 2013).

Plusieurs études ont rapporté que dans les tissus animaux, le taux de production des ERO
par les mitochondries augmente avec I’age. Le taux d’ERO augmente aussi dans les
fibroblastes sénescentes et les cellules musculaires squelettiques des agés (Beckerman et  Ben
Yehuda, 2009). Les radicaux libres sont neutralisés par le systéme antioxydant. Ce dernier
fonctionne au niveau cellulaire, membranaire, et au niveau extracellulaire pour protéger
contre l'attaque du radical libre. Il comporte différents composants enzymatiques incluant la
catalase, la peroxydase, et des familles de dismutase aussi bien que le systeme de glutathion.
La superoxyde dismutase (SOD) est I’enzyme qui converti le superoxyde en peroxyde
d'hydrogene. la catalase élimine le peroxyde d'hydrogene, et la glutathion peroxydase élimine
le peroxyde d'hydrogene produit par la SOD. En plus du systéme antioxydant enzymatique,
des antioxydants additionnels jouent un rdle principal dans la défense contre les ERO
comprenant les vitamines A, C, et E. Ces antioxydants sont classifiés dans deux groupes: ceux
qui sont hydrophobes (vitamines A et E) protegent les membranes contre l'attaque du radical
libre et ceux qui sont hydrophiles (vitamine C) agissent sur les radicaux libres dans le sang et
le cytosol (Jacob et al., 2013).

Dans le corps, les lipides sont aussi trés susceptibles a la peroxydation par les radicaux libres.
Les lipides oxydés se produisent lorsqu’un atome d'hydrogéne est enlevé du groupe méthyl
d'un acide gras insaturé. Une fois ce processus a commencé, la peroxydation lipidique se
propage comme une réaction en chaine et elle peut endommager la membrane cellulaire en
raison de la forte concentration de lipides présents dans les membranes. En outre, a la fin, les
produits de peroxydation lipidique peuvent étre a la fois mutagene et cancérogene et jouent un
role dans le vieillissement (Jacob et al., 2013).

Puisque les protéines sont les molécules cellulaires les plus abondantes, il n'est pas étonnant
qu'elles soient des cibles importantes pour des modifications oxydantes. Les ERO peuvent

attaquer des protéines de différentes maniéres: directement a I'épine dorsale de la protéine, ou
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sur les chaines latérales de résidu d'acide aminé ou elles peuvent mener a la formation des
protéines carbonylées (Hohn et al., 2013).

Les protéines carbonylées dérivent de I’oxydation des résidus d’acides aminés tels que
I’arginine, lysine et la proline qui sont les plus touchés. Les protéines carbonylées peuvent
aussi résulter des réactions des acides aminés lysine, cystéine et histidine avec les aldéhydes
insaturés développés durant la peroxydation des acides gras polyinsaturés (Cannizzo et al.,
2011).

Deux systémes protéolytiques sont responsables pour assurer l'entretien des fonctions
cellulaires: le systeme proteasomal et lysosomal. Ces systemes protéolytiques fournissent une
derniere ligne de la protection antioxydante, enlevant les protéines endommagées
irréversiblement et réutilisant des acides aminés pour la synthese continue de nouvelles
protéines. Mais pendant le vieillissement, les deux systémes sont affectés et leurs activité
protéolytiques diminuent de maniere significative (Hohn et al., 2013).

Enfin, en ce qui concerne l'oxydation des protéines, il faut mentionner qu'une caractéristique
lice au stress oxydatif dans les tissus est la glyco-oxydation, ce qui signifie l'addition
chimique de sucre (glucose) sur les protéines. Cette réaction est irréversible et, en fin de
compte, elle entraine la formation des produits glyqués (AGE) ( Behl et Ziegler, 2014).
Geénéralement, les radicaux libres entrainent la production des chimiokines et cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a et IFN-y). Il a été montré aussi que I’'inflammation génere
du stress oxydant (Jacob et al., 2013). La Figure 2 illustre le réle du stress oxydatif dans le

vieillissement.
inflammation e ——_— Stress oxydant
Modification oxydative des macromolécules
ADN, ARN, Protéines, lipides
Age

w

Vieillissement et Pathologies liées a I’ age

Figure 2. Role du stress oxydant dans le vieillissement
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3. Systeme immunitaire et vieillissement
Le sang périphérique contient deux grandes populations de cellules: les globules rouges, et les
globules blancs, qui ont comme réle physiologique principal I'élimination des organismes
pathogenes ou des composés potentiellement nocifs. Parmi les globules sanguins blancs, les
lymphocytes sont particulierement importants en raison de leur rdle central dans la réponse
immunitaire. On subdivise les lymphocytes en trois genres différents qui ont des fonctions
spécifiques: les lymphocytes T, les lymphocytes B et les cellules NK.
Les lymphocytes T se développent dans le thymus tandis que les lymphocytes B se
développent dans la moelle osseuse. Les cellules NK sont des lymphocytes cytotoxiques qui
se développent aussi dans la moelle.
Les cellules B sont des lymphocytes qui portent des immunoglobulines en tant que récepteurs
extérieurs. Les antigénes peuvent stimuler ces cellules pour devenir des cellules plasmatiques
qui synthétisent et sécrétent de grandes quantités d'un type spécifique d'immunoglobuline
(Murphy, 2012).
Les lymphocytes T se développent dans le thymus, elles se répartissent en deux classes
principales, les T4 qui portent la protéine de surface appelée CD4 et les T8 qui ont le CD8 a
leur surface. Les cellules T CD8 sont destinées a devenir des cellules T cytotoxiques. Les
cellules T CD4 naives, en revanche, peuvent se différencier en plusieurs types de cellules T
effectrices (Murphy, 2012).
Les cellules NK constituent le plus grand tiers des lymphocytes qui étaient identifié en raison
de leur capacité spontanée a combattre les cellules tumorales. Elles se développent dans la
moelle a partir d'un ancétre lymphoide commun. Les cellules NK peuvent produire aussi des
cytokines. Elles sont désignées précédemment sous le nom de cellules nulles parce
qu'elles n'expriment pas les récepteurs des cellules T ou des B, ne sécretent pas des anticorps
et ne possédent pas des récepteurs qui reconnaissent les antigenes (Khan, 2008).
Les lymphocytes T sont importants dans la réponse immunitaire contre des antigénes
spécifiques. Selon le type de récepteur (TCR), les cellules T sont soit gamma delta T soit
alpha béta cellules T. Les cellules T gamma delta comprennent <5% des lymphocytes T
totaux, ces cellules sont trouvée dans l'intestin et les muqueuses. Les lymphocytes T ol ont
un réle majeur dans le contréle des tumeurs, des infections et des maladies auto-immunes.
Ces lymphocytes T sont encore catégorisés sur la base de I'expression des molécules de
surface cellulaire CD4 ou CD8. Les lymphocytes T CD4 + ou T helper (Th) ont une faible

activité cytotoxique et fournissent une aide pour dautres cellules immunitaires lors des
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réponses du corps aux micro-organismes envahissants. Les lymphocytes T CD8 + d'autre part,
sont désignés sous le nom de cellules T cytotoxiques (Tc) et sont connus pour détruire / tuer
les cellules qui ont été infectées par les microorganismes étrangers. Les cellules T CD4 + et
TCD8 + sont importantes dans l'auto-immunité, l'asthme et ainsi dans l'immunité anti-
tumorale (Kesarwani et al., 2013).

La défense de I’organisme contre I’invasion d’un pathogéne dépend de la coordination d’un
réseau complexe de signaux qui relie les deux bras, inné et adaptatif, du systeme immunitaire;
les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) s’activent vis-a-vis d’une grande variété de
microbes de fagon a activer les lymphocytes T. Suite a la reconnaissance du pathogéne, les
CPA Vlinternalisent et présentent a leur surface des antigénes microbiens pouvant étre
reconnus par des lymphocytes T naifs qui vont alors se différencier. Pendant I'activation du
TCR dans un milieu de cytokine particulier, et en fonction des signaux recus des CPA, les
lymphocytes T CD4 + naives et les cellules T CD8 + peuvent se différencier en plusieurs
lignées de Th ou Tc, y compris Thl/ Tcl, Th2 / Tc2, Th9/Tc9, Thl7 / Tcl7, Th22 / Tc22 et
iTreg (lymphocytes T régulateurs induits) (Corvaisier-Chiron et Beauvillain, 2010; Kesarwani
et al., 2013). Ces différents sous-types de lymphocytes T, classés en fonction du panel de
cytokines qu’ils sécrétent et de leur fonction (Alvarez-Rodriguez et al., 2012).

Les cytokines sont des peptides produits par les cellules immunitaires, dont les roles
principaux sont la régulation des mécanismes de l'inflammation, la présentation d'antigénes,
la différentiation cellulaire, I’activation et le recrutement, ainsi que les processus de
réparation. lls sont produits principalement par les macrophages et les lymphocytes. Les
substances considérées comme cytokines incluent les interleukines (IL) d’IL-1 a IL-25, les
interférons (IFN), les facteurs de nécrose tumoraux (TNF), les chimiokines, le facteur de
croissance dérivé par plaquette (PDGF), les facteurs de croissance (TGF-) B, et les facteurs de
stimulation des colonies (colony-stimulating factors) (Korbut et Guzik, 2004).

Généralement, une cytokine produite par des lymphocytes est appelée une lymphokine (Hay
et Westwood, 2002). Ces cytokines ont été décrites la premiére fois sur la base de leur activité
antivirale, quoiqu'elles ne soient pas directement toxiques aux virus mais induisent diverses
cellules hotes pour montrer l'activité antivirale. L’IFN-a est un interféron qui induit l'activité
antivirale et augmente la réaction des lymphocytes NK. Il stimule I’expression du systéeme
HLA des lymphocytes et empéche la croissance de variétés de cellules lymphoblastoides
humaines. L’IFN-o peut étre sécrété par des lymphocytes activés (cellules T, cellules B et
macrophages). Alors que l'interféron-y (IFN-y) est un interféron qui stimule l'activation des
macrophages, regle I'expression dantigénes de classe II, active les lymphocytes T

12



Université Abou Bekr BELKAID-Tlemcen-Algérie Laboratoire Ppabionut

cytotoxiques et induit I’activité antivirale, mais faible comparé aux IFN-a et - B). L’IFN-y
peut étre préparé a partir des lymphocytes et des lignées activées de cellules T (Hay et
Westwood, 2002). La fonction et la différenciation des lymphocytes Thl et Th2 ont été
largement étudiées (Figure 3). Les microbes pathogénes intracellulaires conduisent les
cellules T a se différencier en des cellules auxiliaires de type 1 (Thl) qui sont caractérisées
par la sécrétion de IL-2 et I'lFN-y (Berer et Krishnamoorthy, 2012). Les Thl sont générés
principalement par I'interleukine (IL)-12 et I'IFN-y produits par les cellules de I'immunité

innée.

@ ——— (@

Cylokines Cyltokines
pro-inflammatoires anti-inflammatoires
(IFN=-vy, IL-2, TNF-c) {IL-4, -5 et |[L-10)

Figure 3. Balance lymphocytaire Th1/Th2 (Hellal, 2007)

Les cytokines induisent la différenciation des lymphocytes Thl via des signaux transducteurs
et activateurs de transcription STAT4 (signal transducer and activator of transcription) et
STAT1 et le facteur de transcription T-bet. Par contre, les lymphocytes Th2, requis pour
I’immunité humorale, notamment pour I’élimination des helminthes et de différents
pathogeénes extracellulaires, produisent de I'lL-4, de I'IL-5 et de I'IL-13 et se différencient
sous I’action de I'IL-4, GATA3 (GATA binding protein 3) et STAT6 (Figure 4) (Corvaisier-
Chiron et Beauvillain, 2010).
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Figure 4. Différenciation des lymphocytes T naifs en différents sous-populations dans
une réponse immunitaire normale (Kesarwani et al., 2013)

Avec le vieillissement, I'individu augmente sa production de cytokines pro-inflammatoires
telles que I'IL-6, I'IL-15, I’'IL-8 et certains facteurs de la coagulation. Enfin, un lien entre le
profil inflammatoire et la genese des cancers, premiére cause de mortalité dans les pays
industrialisés, a été également fortement évoqué (Bauduer, 2011).

Le vieillissement est surtout accompagné par des changements qualitatifs et quantitatifs au
niveau du systéme immunitaire. In vitro, la réponse proliférative des lymphocytes a la
Phytohemagglutinine (PHA) et la Concanavaline A est deprimée avec I’age (Meydani et al.,
1991). Ce processus, également appelé immunosenescence, est suivi de changements
profonds des sous-populations des lymphocytes T, des répertoires d'identification d'antigene,
et des fonctions effectrices. Par conséquent, les individus agés montrent une susceptibilité
accrue aux néoplasies, aux infections et aux maladies auto-immunes (Alvarez-Rodriguez et
al., 2012).

L’ immunosenescence est une diminution de la capacité du systéme immunitaire a répondre

aux antigénes étrangers, aussi bien qu'une capacité diminuée de maintenir la tolérance aux
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antigénes du soi. Ceci a comme conséquence une susceptibilité accrue aux infections, aux
cancers, et une réduction des réponses a la vaccination. Les mécanismes a la base de
l'immunosenescence comprennent une série des événements cellulaires et moléculaires
comportant le changement de plusieurs voies biochimiques et différentes populations
cellulaires (Cannizzo et al., 2011).

Le vieillissement affecte a la fois l'adaptation et le systéme immunitaire inné. Chez les
personnes agées, un dysfonctionnement progressif des réponses immunitaires a été signalé,
spécifiguement dans I'homéostasie des lymphocytes T, avec un changement dans le profil
cellules mémoire / cellules naives et dans le rapport Th1/Th2 (Garg et al., 2014).

Le vieillissement immunitaire se traduit surtout par une diminution inexorable de I'immunité
a médiation cellulaire, une commutation progressive Th1-Th2 qui traduirait la diminution
progressive du systeme Thl et donc de P'immunité a médiation cellulaire, avec une
préservation relative du systéme Th2 stimulateur de I’'immunité humorale, une augmentation
des cellules mémoires et de moindre capacité proliférative, en réponse a une agression. Ces
modifications expliqueraient la plus grande fragilit¢ des sujets &agés aux «germes
intracellulaires », notamment lors des infections virales (Lesourd, 2004).

Outre I’involution chronique du thymus, la production diminuée de linterleukine-2 (IL-2) et
de I'expression de son récepteur, plusieurs mécanismes contribuent a I’immunosénescence.
Les infections chroniques par le cytomégalovirus (CMV) peuvent promouvoir des
changements immunitaires avec I’age, associés a la prédisposition génétique conduisant a une
tendance accrue vers incontrolée des réponses inflammatoires, aux changements hormonaux,
tels que la diminution de la production d'cestrogéne ou d'androgéne influencent également la
sécrétion de cytokines. Les altérations de la fonction mitochondriale et les changements
métaboliques dans le tissu adipeux contribuent aussi a I'immunosénescence et a
I’inflammation de la personne agée (Deleidi et al., 2015). D'autres facteurs, en particulier les
facteurs suppresseurs produits par les macrophages contribuent indirectement a la baisse de la
fonction des cellules T avec le vieillissement. Parmi eux, la prostaglandine (PG) E2 peut
inhiber directement la prolifération des lymphocytes T (Pae et al., 2012).

Quelques études sur les changements d'immunité cellulaire pendant le vieillissement ont
signalé que le nombre absolu de lymphocytes T et B a tendance a diminuer avec l'age, les
proportions de cellules NK parmi les lymphocytes périphériques du sang sont restées sans
changement ou méme ont augmenté, et les proportions de sous-population des cellule T ont

également changé avec le vieillissement (Wu et al., 2012).
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L’immunosenescence est caractérisée par un taux accru d’apoptose cellulaire, une auto-
immunité, une involution thymique, un changement au niveau du répertoire des lymphocytes
T, et une accumulation des cellules T mémoires en faveur des cellules effectrices (Ostan et al.,
2006).

Les études cliniques indiquent qu’avec I’avancement de I’age, les réactions immunes contre
les antigenes de rappel peuvent étre conservées, mais la capacité de montrer des réactions
immunitaires contre de nouveaux antigénes diminuent d’une maniere significative, ceci peut
avoir comme conséquence une susceptibilité plus élevée aux maladies infectieuses et peut
limiter l'efficacité des stratégies de vaccination chez les personnes agées (Bucci et al., 2009).
Pendant le vieillissement, le systéme immunitaire subit une série de phénomenes relatifs a
I'age, parmi lesquels une modification profonde dans le profil de cytokines. Le dispositif
typique de ce phénoméne est une augmentation génerale des niveaux plasmatiques des
cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-6 (Bucci et al., 2009; Stowe et Goodwin, 2011).
Le vieillissement cause beaucoup de changements de I'immunité adaptative, qui se
manifestent surtout par la régression du thymus, la détérioration dans son architecture interne,
qui s’accompagne de l'accumulation des adipocytes, des défauts en cellules épithéliales
thymiques et une incapacité d'exporter un nombre suffisant de lymphocytes T naives vers la
périphérie (Woods et al., 2013).

L’involution thymique mene également a un taux diminué des lymphocytes T régulatrices
(Treg) apres l'age de 50 ans et pourrait contribuer aux phénoménes relatifs a I'age tels que
l'auto-immunité et I’inflammation. Au cours du vieillissement, il y a une émergence des
cellules immunitaires sénescentes, caractérisées par une capacité de prolifération réduite, un
raccourcissement des téloméres, et une résistance accrue a I’apoptose. Ces cellules sont
généralement des T CD28 ". Ces cellules peuvent également sécréter des cytokines pro-
inflammatoires (Lang, 2014).

Ainsi, certains changements les plus marqués avec l'dge sont la diminution du taux de
prolifération lymphocytaire et la diminution de plusieurs cytokines impliquées dans ce
processus tel que I'lL-2 (De la Fuente, 2014).

Une diminution de la réponse proliférative des lymphocytes aux antigénes spécifiques ou aux
mitogénes non spécifiques est I'un des changements relatifs au vieillissement. La réponse
diminuée aux mitogénes est due a un nombre de facteurs variables, y compris le nombre
réduit des cellules et la capacité diminuée de leur réponse proliférative (Stowe et Goodwin,
2011).
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Avec I'age, les lymphocytes humaines expriment une réponse proliférative faible vis-a-vis des
mitogenes suggérant que le stimulus mitogénique induit un stress qui n’est pas toléré par les
lymphocytes des sujets agés comparés a ceux des sujets jeunes (Beckerman et Ben Yehuda,
2009).

Au cours du vieillissement, la composition membranaire des lymphocytes TCD3+ change. La
fluidité des radeaux lipidiques des lymphocytes T CD3 + des personnes agées en bonne santé
a été diminuée, probablement a la suite de la surcharge de cholestérol. Les radeaux lipidiques
sont des zones spécialisées de la membrane plasmique caractérisées par une teneur élevée en
cholestérol, en glycosphingolipides et en sphingomyeéline. Ces domaines lipidiques
particuliers sont plus rigides que les autres zones de la membrane. Les radeaux lipidiques
recrutent des protéines spécifiques impliquées dans la signalisation cellulaire, le transport, la
régulation de la survie cellulaire, et d'autres événements cellulaires majeurs. Ces structures
dynamiques controlent l'activation des lymphocytes T et les réponses immunitaires (Larbi et
al., 2006).

Il est bien connu que la membrane des lymphocytes T des sujets agés est plus rigide que celle
des jeunes sujets. La concentration en cholestérol est 1,6 fois plus élevée dans la fraction
membranaire des lymphocytes TCD4 + et T CD8 + des sujets agés par rapport aux jeunes
individus (Fulop et al., 2009). La cause de l'augmentation de la concentration du cholestérol
dans les cellules T avec le vieillissement peut étre le résultat d'un déséquilibre dans le
meétabolisme cellulaire du cholestérol (Larbi et al., 2006).

Il apparait evidemment que la réduction de la prolifération des cellules T chez les personnes
agées peut étre attribuée au taux élevé du cholestérol par rapport aux phospholipides dans les
membranes des lymphocytes, ce qui augmente la viscosité de la membrane cellulaire et réduit
la prolifération des lymphocytes. Toutefois, des données récentes sur les lymphocytes T
montrent que la prolifération ne peut étre que partiellement restaurée si les lymphocytes T
agés sont incubés avec la cyclodextrine qui extrait le cholestérol de leurs membranes
plasmatiques. Ce rapport suggere que la diminution de la prolifération lymphocytaire avec
I'dge ne peut pas étre complétement expliqué par le taux réduit de cholestérol de la membrane
(Collison et al., 2005). En outre, les insuffisances dans les récepteurs IL-2 sur des cellules de
T pourraient étre une autre cause de I’altération de la prolifération des cellules T (Wu et al.,
2012).

Au niveau moléculaire, les modifications post-traductionnelles des protéines observées au
cours du vieillissement incluant la glutathionylation et la carbonylation affectent directement
les fonctions des lymphocytes T et B, bien que [l'activité de quelques protéines soit intacte,
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I’activité des autres (enolase et phosphogluconolactase 6) peut étre inhibée. Le glutathion,
principal thiol libre soluble de faible masse moléculaire chez la plupart des organismes, a été
récemment impligué dans une modification post-traductionnelle réversible appelée
glutathionylation, pouvant permettre la régulation d’activités enzymatiques, et/ou la
protection des thiols libres et réactifs des protéines contre une oxydation irréversible, mais
peut également moduler, positivement ou négativement, l'activité des protéines. Ainsi,
I’affaiblissement de la fonction enzymatique globale peut se produire dans les lymphocytes
des sujets agés due a I'augmentation des protéines oxydées ou modifiées (Cannizzo et al.,
2011).

Il a été aussi montré que les récepteurs membranaires lymphocytaires impliqués dans la
reconnaissance immunitaire sont directement affectés par le stress oxydatif. Durant le
vieillissement, la carboxylation oxydative des molécules signalisatrices et adaptatrices
impliquées dans la transduction du signal TCR influence directement I’intensité et la longueur
du signal qui suit I’engagement du TCR. De méme, le stress oxydatif induit une
dysregulation de la signalisation chez les lymphocytes B. Finalement, I’inactivation oxydative
de la protéine tyrosine phosphatase CD45 contribue au dysfonctionnement des lymphocytes T
des personnes agées (Cannizzo et al., 2011).

Un deuxiéme lien entre le stress oxydatif et I'immunosenescence est l'induction de I’apoptose
cellulaire résultant de I’accumulation des agrégats moléculaires oxydés. L’apoptose est
impliquée dans les changements du systéme immunitaire des agées, incluant la régression
thymique et les changements au niveau des lymphocytes T. A cet égard, le stress oxydant
contribue a induire I’apoptose via l'augmentation du nombre de cellules subissant la mort
cellulaire en raison de I’accumulation des molécules endommagées par oxydation, comme il a
été montré chez les leucocytes humains agés. En fait, on a observé que les neutrophiles et les
lymphocytes non stimulés isolées des patients vieux accumulent des taux plus élevés des
ERO, présentent une activité diminuée de SOD, et sont moins résistantes a I’apoptose
comparés a ces mémes cellules obtenues a partir des individus jeunes (Espino et al., 2012).

La Figure 5 résume les modifications oxydatives des cellules immunitaires lors du

vieillissement.
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Figure 5. Changements de la fonction oxydante et des paramétres inflammatoires des

cellules immunitaires avec I’age (De la Fuente, 2014)

En plus, des niveaux élevés en ERO contribuent a la suppression des cellules Thl et la
stimulation d’une réponse Th2 (Figure 6) marquée lors de vieillissement. En outre, I’exces en
ERO augmente I’expression des génes pro-apoptotiques FasL et Bim, par contre de faibles
concentrations en ERO et RNS permettent I’expression des genes anti-apoptotiques
(Kesarwani et al., 2013).

Th2, IL-4, IL-5, IL-10
FasL, Bim

Thi, Bel2, BCL-xL,

/ IFN-y, IL-2

Faibles congentrations

en ERO \

Exc? s en ERO

Figure 6. Controle de la balance Th1/Th2 par les ERO (Kesarwani et al., 2013)
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4. Nutrition, immunité et vieillissement réussi

L’alimentation, tant sur le plan quantitatif que qualitatif, a un impact sur I’espérance de vie et
la santé. Les carences nutritionnelles contribuent d’une facon directe ou indirecte dans la
survenue de différents types de pathologies et désordres chez les mammiferes, comme le

montre la Figure 7.
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Figure 7. Effets des carences nutritionnelles sur I’organisme humain
(Hirbod-Mobarakeh et al., 2014)

Les sujets agés sont prédisposés a la malnutrition car ils mangent souvent moins que les plus
jeunes, en raison de modifications physiologiques, comme les difficultés de mastication ou de
déglutition, la diminution de I'odorat et du goQt avec I’age. Ils sécrétent moins d’acide
chlorhydrique nécessaire a la digestion des aliments, et I’absorption intestinale diminue,
entrainant une moins bonne biodisponibilité des macro- et surtout des micronutriments. Les
personnes agées ont de plus une consommation importante de médicaments qui modifie
également I’absorption intestinale. Enfin, les conditions psychosociales défavorables, le
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veuvage, la perte de revenus, I’isolement et la solitude sont d’autres facteurs qui contribuent a
la malnutrition chez les vieillards (Ferry, 2013). Les différents facteurs responsables de la
malnutrition des personnes agées sont résumés dans la Figure 8.

Le probléeme de dénutrition est trés fréquent chez les personnes agées; différents outils
nutritionnels ont été développés pour détecter le risque de malnutrition chez cette catégorie de
population dans le but d’évaluer le degré d’immunosenescence et afin de choisir de meilleures
stratégies nutritionnelles d’intervention. Le screening nutritionnel est une premiére étape mise
en ligne pour I’évaluation du statut nutritionnel chez les agés. A ce jour, différents
questionnaires ont été développés comme le MNA (Mini Nutritional Assessment) qui classe
les sujets agés en trois catégories en fonction de leur statut nutritionnel (Hirbod-Mobarakeh
et al., 2014).

La perte de poids corporel peut étre un signe de dénutrition chez les &gés. Un index de masse
corporelle (IMC) inférieur a 21 est un seuil pertinent pour définir la dénutrition de la personne
agée. Le Simplified Nutritional Assessment Questionnaire (SNAQ) comporte quatre questions
prédictives d’une perte de poids significative pendant les 6 mois précédents chez les agés. Les
questions portent sur I’appétit, la satiété, le goQt des aliments et le nombre de repas par jour.
Un score < 14 indique un haut risque de perte de 5 % de son poids au cours des 6 prochains
mois. Le dosage sanguin de I’albumine est parmi les examens de laboratoires usuels pour
détecter la malnutrition. L’hypo-albuminémie est clairement associée au risque de morbidité
et mortalité chez la personne agée (Rolland et al., 2015).

La notion de «Vieillissement réussi» est décrite pour la premiére fois par Rowe et Kahn en
1987 comme un vieillissement sans pathologie ni handicap, permettant un niveau élevé
d’activité physique et de fonction cognitive et s’accompagnant d’un engagement, voire
d’activités dans la vie sociale.

La nutrition joue un réle sur pratiquement tous les facteurs de sénescence. La nutrition «
optimale» est I’'un des facteurs modifiables le plus accessible pour moduler le vieillissement
par des stratégies ciblées pour favoriser le vieillissement réussi. L’une des premiéres
stratégies est I’identification des personnes a risque de pathologies nutritionnelles, qu’elles

soient en surcharge ou en déficit, voire présentant des carences et la dénutrition (Ferry, 2008).
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Figure 8. Facteurs qui causent la malnutrition chez les per sonnes agées
(Hirbod-M obarakeh et al., 2014)

Des preuves expé&rimentales existent pour affirmer que la restriction calorique entraine une
prolongation de la durée de vie chez des modeles animaux. Ce phénomene est probablement
transposable & I’homme. La restriction diététique est généralement la stratégie
antivieillissement la plus utilisée. Elle prolonge la vie chez toutes les races des souris et des
rats, dont le protocole de la restriction varie dans le régime adopté et la durée, avec une
réduction de 10 a 60 % des calories pendant une semaine ou plusieurs mois. Selon les études,
larestriction en calories chez les souris a conduit a une réduction des taux des radicaux libres
(Walsh et al., 2014).

Des habitudes alimentaires jugées favorables sont relevées dans certaines popul ations comme
par exemple le fameux « régime crétois ». Il existe une corrélation entre la proportion de
cholestérol et de graisses saturées dans I’alimentation et la mortalité cardiovasculaire
(Bauduer, 2011). Le régime méditerranéen, ou régime crétois, correspond aux habitudes
alimentaires des populations du pourtour de la mer méditerranée. Il se caractérise par une
consommeation abondante de fruits, 1égumes, féculents, légumineuses, fromages. Ce régime
est assez pauvre en sucres rapides ainsi qu’en viandes rouges (Leger-Guist’hau, 2011).
Plusieurs éudes montrent les effets bénéfiques de ce régime sur la longévité. Ce régime

contient un niveau plus bas en lipides saturés avec 25 a 42 % en énergie. Dans ce régime, la
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source protéique est surtout les poissons et la viande rouge de la ferme. On signale aussi que
les fromages d’origine du lait de chévre contiennent un taux plus bas en cholestérol par
rapport a ceux fabriqués a base du lait de vaches ( Accardi et al., 2014).

Ce régime alimentaire est organisé en trois repas, et inclut des quantités réduites d'hydrates de
carbone, graisse saturée, viandes rouges et bonbons de raffinage, et une prise élevée des fruits
et légumes, grains entiers, aussi bien qu'une grande consommation d'huile d'olive (Dato et al.,
2013). Donc, I’adhérence a long terme au régime méditerranéen peut favoriser le statut anti-
inflammatoire et peut prévenir les maladies inflammatoires incluant les cancers et les
maladies cardiovasculaires et permettant un vieillissement en bonne santé (Accardi et al.,
2014).

Le statut nutritionnel peut influencer le vieillissement et I'immunité. 1l joue aussi un role
primordial dans le développement et la progression des maladies chroniques (Tsai et al.,
2008) . Quelques auteurs ont rapporté a cela les carences en macro- et micronutriments chez
les vieillards, strictement liées aux affaiblissements globaux des fonctions immunitaires avec
une défense limitée contre les maladies liées a I'age. En revanche, les études longitudinales
récentes sur la consommation alimentaire chez les sujets vieux ont montré qu’une
consommation proportionnée de micro et de macro- nutriments ainsi qu'un contenu
satisfaisant de quelques oligoéléments dans les cellules ménent a de bonnes exécutions dans
plusieurs fonctions immunitaires. Par conséquent, les facteurs nutritionnels peuvent jouer un
role pivot dans l'immunosenescence afin d'atteindre un vieillissement et une longévité en
pleine santé (Mocchegiani et Malavolta, 2009).

La malnutrition, la consommation de protéines insuffisante, la déficience en vitamines
(particulierement vitamines A, C et E avec des activités antioxydantes) et I’insuffisance en
oligoéléments (particulierement zinc, qui est crucial pour la prolifération des lymphocytes)
peuvent avoir comme conséquence une altération des fonctions immunitaires chez les agés
(Wu et al., 2012).

L'importance du zinc dans I'immunité est bien établie en particulier pour son réle dans
I'entretien de la fonction thymique et dans la production et I'exportation des lymphocytes T a
la périphérie ; des doses équilibrées en zinc peuvent également étre importantes dans le
maintient de la fonction des cellules NK (Woods et al.,, 2013). Le zinc joue un role
prépondérant dans de différentes fonctions biologiques y compris la réplication d’ADN, la
transcription d’ARN, la transduction du signal, la catalyse enzymatique, la régulation redox,
la prolifération et la différentiation cellulaire et I’apoptose. La déficience en zinc provoque
une réduction du nombre de lymphocytes T.
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A I’échelle moléculaire, le zinc active les lymphocytes en stimulant I’autophosphorylation
de la protéine tyrosine kinase Lck. Le zinc aussi induit la production de I'IFN-y tout en
augmentant I’expression des genes codants pour IL-2 et IFN-y. De ce fait, la carence en zinc
conduit a un profil Th2 (Overbeck et al., 2008). L'insuffisance en zinc affecte presque 30%
des personnes agées et la supplémentation en zinc chez les vieux a montré des effets
significatifs sur la balance Th1/Th2, IL-10, et autres cytokines pro-inflammatoires (Schmitt
et al., 2013).

La majorité de personnes agées ont également un taux bas en magnésium. Ce minéral est
également connu pour avoir un réle dans I'immunité, particulierement chez les personnes
ageées ou l'insuffisance en magnésium peut accélérer l'involution thymique et I’augmentation
de l'inflammation (Woods et al., 2013). Le Magnésium est directement impliqué dans un
nombre important de réaction biochimiques. |l est le cofacteur de plus de 300 enzymes et en
particulier pour ceux impliqués dans I’utilisation et le transfert d’ATP (Grober et al., 2015).
Les vitamines sont des substances organiques indispensables, sans valeur énergétique propre,
que I'Homme ne synthétise pas, ou en quantité insuffisante. Aujourd’hui, seules treize
molécules répondent a cette définition. Si elles ne sont pas apportées par I’alimentation, des
troubles fonctionnels puis anatomiques apparaissent, qui s’averent fatals a plus ou moins
longue échéance. Leur solubilité dans les milieux aqueux ou lipidiques permet de les diviser
en deux grands groupes, les vitamines liposolubles (A, E, D, K) et les vitamines
hydrosolubles (groupe B, C) (Ferry, 2013). Les principales sources de vitamines sont données
dans le Tableau 2.

La vitamine A (rétinol) est un micronutriment liposoluble qui est exigé par tous les vertébrés
pour la vision et le fonctionnement normal des tissus épithéliaux, le systéme immunitaire, et
la reproduction (Ross, 2013). Selon I’OMS, linsuffisance en vitamine A reste un probleme
alimentaire majeur dans le monde entier surtout dans les pays sous développés (Budowski et
Sklan, 1989).

La vitamine A a été découverte en 1913 comme facteur essentiel de croissance et de survie
pour les jeunes rats (Ross, 2013). La vitamine A est un terme qui désigne tout composé qui
possede I’activité biologique du rétinol. Ce dernier peut étre disponible pour le corps humain
sous forme rétinyl d’ester trouve dans le lait, les ceufs, le foie ; ou en forme de provitamine
A d’origines végétales tel que les carottes et le poivron rouge, dont le B-carotene représente le
précurseur le plus important pour la synthése de I’acide rétinoique (Rhee et al., 2012).
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Tableau 2. Principales sources alimentaires de vitamines
(Limbach et Guilland, 2007; Bergstrom et al., 2012; Looker et al., 2011).

Vitamines Sources alimentaires principales Concentrations physiologiques dans le

plasma ou sérum sanguin humain

A Foie, matieres grasses animales, légumes et Rétinol : 2 uM

fruits jaunes orange, huile de palme

C Fruits et légumes 50uM

E Huiles végétales, oléagineux 30uM

D Poissons, Foie, matieres grasses animales 50-125 nM
K Choux, persil, épinard, salades ND

Bl Viande, poisson, levure, abats 10 nM
B2 Levure, abats, produits laitiers 15 nM
B3 Viande, poisson, céréales, champignons 80 nM
B5 Produits animaux, champignons, céréales, ND

fruits, légumes

B6 Levure, produits animaux, céréales 50 nM
B8 Abats, oeufs, produits laitiers, viande ND
B9 Levure, Foie, légumes verts 5nM
B12 Produits animaux 0.25 nM

ND : non déterminée (pas de données)

La vitamine A a été depuis longtemps connue comme un facteur alimentaire essentiel pour
I'immunité normale (Figure 9). Dans les années 20, la vitamine A a été appelée « la vitamine
anti-infectante » basée sur des expérimentations sur des animaux déficients de cette molécule
(VAD). Les animaux VAD demeurent plus susceptibles aux infections alors ceux qui ont un
taux normal de vitamine A ont été protégés (Ross et al., 2011).

Les études réalisées sur des animaux suggerent que l'insuffisance en vitamine A puisse mener
a un nombre plus élevé en macrophages, a un taux accru en IL-12 produit par ces cellules, en
favorisant le développement des lymphocytes Thl, et par la suite a la production d’un taux
accru d’IFN-y. L'insuffisance en vitamine A altére également le développement normal des
neutrophiles, ce qui peut abaisser la capacité de phagocytose et de tuer les bactéries.
Cependant, une association évidente entre la vitamine A et les fonctions de neutrophiles chez
I'hnomme est limitée (Darnton-Hill et Ahmed, 2010). La vitamine A posséde des propriétés

anti-inflammatoires, elle stimule la différentiation des ThO en Th2, elle induit donc la
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synthese des cytokines anti-inflammatoires. D’ailleurs, I’acide rétinoique avec la TGF-béta
permettent la différenciation des cellules Treg et inhibent I’induction des Th17 et Thl (Ross,
2012).
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Figure 9. Effets directs ou indirects de la déficience en vitamine A sur I'immunité
(Hirbod-Mobarakeh et al., 2014)

La plupart des animaux, sauf I’'Homme, les autres primates et le cobaye, synthétisent I’acide
L-ascorbique (vitamine C), un micronutriment essentiel, qui a été impliqué dans une variété
de processus biologiques, y compris la réponse immunitaire. La vitamine C représente le
principal antioxydant en milieu aqueux. Elle se comporte plutdt comme un agent redox : c’est
un antioxydant, bloguant la production des radicaux libres, et aussi un oxydant puissant,
lorsque du fer se trouve a I’état libre dans le cytoplasme (Limbach et Guilland, 2007).

L’acide L-ascorbique est un cofacteur pour beaucoup d'enzymes telles que des hydroxylases
et la mono-oxygénase impliquée dans la synthése du collagéne, la carnitine et les
neurotransmetteurs. Cette molécule stimule le systéme immunitaire en augmentant la
prolifération des cellules T. De plus, l'acide ascorbique bloque les voies qui meénent a
I'apoptose lymphocytaire (Naidu, 2003). Le statut vitaminique C est habituellement évalué a
I’aide du dosage plasmatique de I’acide L-ascorbique. La carence en vitamine C ou scorbut
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survient en cas de dénutrition sévere et se caractérise par des manifestations hémorragiques,
des troubles de I’ossification, des lésions gingivales, une grande fatigabilité et une tendance
aux infections.

La vitamine E est considérée comme la défense antioxydante principale contre la
peroxydation de lipides dans les cellules mammiféres. La plupart des études de nutrition
prouvent que la supplémentation en vitamine E d’origine alimentaire est inversement liée
avec la mortalité chez les personnes agées (Visioli et Hagen, 2007). Des valeurs inférieures a
10-14 pmol/L indiquent un risque élevé de carence en vitamine E (Limbach et Guilland,
2007). Indépendamment de sa propriété antioxydante, on a rapporté que la vitamine E stimule
également la réponse immunitaire et module des systémes de réparation d'ADN, les voies de
transduction du signal, et les génes impliqués dans le stress oxydant, la prolifération,
I'inflammation et l'apoptose (Mocchegiani et al., 2014). D'ailleurs, elle module les fonctions
immunitaires cellulaires chez les adultes et les sujets agés (De la Fuente et al., 1998).

Han et al. (2006) ont montré que la vitamine E influence I’expression des génes impliqués
dans le cycle cellulaire lymphocytaire, de plus elle favorise un profil immunitaire Thl mais
sans influencer le rapport cellules naives/cellules mémoires. Par contre, la vitamine E
augmente spécifiguement la production d’IL-2 chez les cellules naives et non pas chez les
cellules mémoires.

La Vitamine B3 (Niacine) est indispensable pour toutes les cellules vivantes. Le NADH,
forme active de la vitamine B3, est un coenzyme principal pour des réactions métaboliques
énergétiques. Il joue des roles significatifs dans la mort des cellules et dans I'homéostasie
calcique. Des études multiples ont également suggéré que le NADH puisse produire des effets
antioxydants directs (Cao et al., 2016). Le NADH est un cofacteur qui peut donner des
électrons a la chaine respiratoire par la NADH-déshydrogénase, en régénérant le NAD +
(Kern et al, 2014). Le NADH joue aussi un rdle important dans le systeme immunitaire en
induisant la sécrétion des cytokines des leucocytes périphériques (Ying, 2008).
L'administration du NADH peut également améliorer des fonctions cognitives (Demarin et
al., 2004).

Les lipides alimentaires sont une source d’énergie cellulaire. Ils sont divisés en acides gras
saturés ou insaturés. Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont classés en n-3 et n-6 en se
basant sur la position de la double liaison finale. Les deux acides gras polyinsaturés : acide
linoléique (LA, 18:2n-6), acide linolénique (ALA, 18:3n-3), ne sont pas synthétisés par le
corps humain, ils sont appelés essentiels. lls ont des fonctions métaboliques diverses. lls
régulent de multiples voies métaboliques en modulant certains processus de signalisation

27



Université Abou Bekr BELKAID-Tlemcen-Algérie Laboratoire Ppabionut

intracellulaire, ainsi que I’expression de genes cibles via I’activation spécifique de facteurs de
transcription (Fritsche, 2015).

L’huile de tournesol et de soja sont les deux principales sources en AGPI n-6, alors que
I’huile de poisson, de noix et de lin sont les sources en AGPI n-3.

Les AGPI modulent la synthese des cytokines, la prolifération lymphocytaire, I’expression
des molécules de surface et I’apoptose. Ces lipides ont un effet sur I'équilibre de cytokines
(IL-2 et TGF-béta) et la fonction immunitaire. Les AGPI n-6 (acide linoléique) augmentent
généralement les niveaux des cytokines pro-inflammatoires et des prostaglandines
inflammatoires (PGs), alors que les AGPI n-3 (acide eicosapentaenoique, EPA et acide
docosahexaenoique, DHA) peuvent diminuer les niveaux de ces cytokines et PGs
inflammatoires (Venkatraman et Pendergast, 2000).

Les AGPI n-3 exercent un effet suppressif sur les lymphocytes par la modulation de la
fluidité membranaire et la composition des radeaux lipidiques via la réduction du taux de
cholestérol et de sphingolipides. Ces lipides inhibent la prolifération lymphocytaire et
stimulent la mort cellulaire (Figure 10) (Campoio et al., 2011). On a montré que les AGPI n-
3 inhibent I’activation et les fonctions des cellules T en altérant la signalisation moléculaire
liee aux radeaux lipidiques (Turk et Chapkin, 2013)

De multiples études a I’échelle internationale ont montré les effets immuno-modulatoires des
nutriments in vitro (Dawson et al., 2006; Hernandez et al., 2008; Molina et al., 2014 ).

En Algérie, on constate un essor des recherches in vitro dans le domaine de la nutrithérapie

immunitaire au cours de ces derniéres années.
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Figure 10. Mécanismes d’action des AGPI n-3 sur le systeme immunitaire
(Hirbod-Mobarakeh et al., 2014)

Les études réalisées au sein du laboratoire PPABIONUT par Djelti et al. (2014), Meraou et
al. (2016), Mezouar et al. (2016) ont montré les effets des acides gras et des vitamines sur les
lymphocytes et les cellules placentaires cultivées in vitro. L’huile de nigelle, la vitamine C, E
et NADH ont stimulé la prolifération des lymphocytes T et la sécrétion d’IL-2 chez les
femmes diabétiques ou les patients obéses, tandis que I’huile de lin avait un effet
immunosuppressif. De méme, les AGPI n-6 purs ont stimulé la prolifération des cellules
placentaires alors que les AGPI n-3 ont inhibé la prolifération de ces cellules. A I'université
d’Alger, Behairi et al. (2015) ont étudié I’effet in vitro de la vitamine A (acide rétinoique) sur
les lymphocytes isolés des sujets atteints d’Alzheimer. lls ont montré que la vitamine A
possede un effet anti-inflammatoire en réduisant le taux d’IL-17 et du NO tout en augmentant
la sécrétion d’IL-10.

Dans cette méme optique de recherche, notre travail vise a étudier les effets in vitro des
vitamines (A, C, E, NADH) et des huiles végétales (olive, tournesol, nigelle, noix, lin) sur les
lymphocytes isolés des personnes agees et des témoins jeunes.
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La partie expérimentale de I’étude est réalisée dans le laboratoire PPABIONUT en
collaboration avec deux polycliniques CHETOUANE et BOUHANNEK (Tlemcen). Dans un
premier temps, les patients sont sélectionnés selon les criteres du protocole SENIEUR
(Lesourd, 2004) (Tableau Al en annexes) en respectant les déclarations Helsinki. L’étude du
profil nutritionnel, biochimique et oxydant est effectuée seulement chez les patients éligibles.
Par la suite, les lymphocytes sont isolés a partir du sang de ces patients, et cultivés in vitro en
présence ou en absence des vitamines ou huiles alimentaire. La Figure 11 résume le protocole

expérimental effectué.

1. Population étudiée

L’étude est menée sur des patients de la région de Tlemcen agés de plus de 65 ans sans
aucune pathologie chronique et qui ne recoivent aucun traitement ou supplément alimentaire.
La sélection des patients répond au maximum aux criteres du protocole SENIEUR donné en
annexe. 50 patients des deux sexes sont recrutés au niveau des deux polycliniques
CHETOUANE et BOUHANNEK dont I’age, le poids, la taille, I'IMC et la tension artérielle
sont notés. 80 hommes et femmes jeunes volontaires dont I’age varie entre 20 et 35 ans sont

recrutés comme témoins.

1.1. Considérations éthiques

Tous les patients de cette étude sont informés sur le but du travail selon la déclaration

d’Helsinki  (Assemblée générale de [I’association Médicale Mondiale, 2013). Aucun

prélevement n’est effectué, et aucune enquéte n’est menée sans un préalable consentement

signé par les participants (Formulaire en annexe ). Ceci est réalisé en respectant I’anonymat et
la confidentialité des informations. Les caractéristiques de la population étudiée sont

montrées dans le Tableau 3.

2. Enquéte nutritionnelle

Afin d’étudier le statut nutritionnel des personnes agées, une enquéte nutritionnelle est
effectuée. Le questionnaire de base (donné en annexe) comprend des questions sur les
criteres anthropométriques (poids, taille, indice de masse corporelle), des questions sur le
niveau socioéconomique et le niveau d’instruction. La santé buccale et digestive est aussi
déterminée car elle influence le statut nutritionnel de la personne agée.

Les scores MNA (Mini Nutritional Assessment) et SNAQ (Simplified nutritional appetite

questionnaire) sont déterminés lors du questionnaire alimentaire.
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Tableau 3. Caractéristiques de la population étudiée

Hommes Jeunes|Femmes Jeunes | Hommes Agés | Femmes
Caractéristiques Témoins (TH) Témoins (TF) (AH) Agées (AF)
Nombre 40 40 25 25
Age (ans) 23,35+ 3,21 2352+347 | 73,12+536* | 74,3 +4,23*
Taille (m) 1,77+0,08 1,62 + 0,06 1,73+0,06 1,60 £ 0,07
Poids (Kg) 72,89+ 7,34 56,42 + 3,64 68,75+ 6,56 | 58,30+ 4,66
IMC (Kg/m?) 23,09 +3,8 21,41+2,04 | 2298+3,75 | 22,76 +3,24
TAS 122,85 + 6,16 120,48 + 5,33 130,57 + 4,37 | 128,34 + 3,14
TAD 80,63 £ 4,22 78,50 £ 3,35 84,21 £3,76 | 82,28 +4,53

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. IMC : indice de masse corporelle (Poids /
Taille?); TAD: tension artérielle diastolique; TAS: tension artérielle systolique. La
comparaison des moyennes entre les jeunes témoins et les 4gés de méme sexe est effectuée

par le test "t" de Student apres analyse de variance: * P < 0,01 différence significative.
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Figure 11. Résume graphique du protocole expérimental
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2.1. MNA (Mini Nutritional Assessment)

Dans plusieurs études, MNA est utilisé comme un outil efficace dans I’évaluation du statut
nutritionnel des personnes agées (Kostka et al., 2014). Il consiste en 18 questions (annexe)
notées de 0 a 3 points. Le score Maximal est 30 points. Le score MNA est déterminé selon la
méthode décrite par Guigoz (2006). Un score de 24 a 30 points décrit un état nutritionnel
normal. Un score de 17 a 23,50 points décrit un risque de malnutrition, alors qu’un score

inférieur & 17 points définit un mauvais état nutritionnel.

2.2. SNAQ (Simplified nutritional appetite questionnaire)

Le SNAQ est un outil qui permet d’évaluer le contrble de I’appétit chez les personnes agées.
Il permet d’identifier le risque d’une perte significative du poids. Il consiste en quatre
questions notées de 1 a 5 points. Les questions portent sur I’appétit, la satiété, le golt des
aliments et le nombre de repas par jour. Les questions du SNAQ sont orientées vers les
notions d’appétit et de plaisir de manger. Un score inférieur a 14 indique une anorexie et un
risque de perte de poids. L’avantage de ce test est de repérer les sujets avant qu’ils n’aient
perdu du poids. Le SNAQ permet de dépister les personnes agées ayant des prises
alimentaires diminuées mais n’ayant pas encore les critéres de dénutrition. L’usage de cet

outil facilite donc une intervention nutritionnelle efficace (Wilson et al., 2005).

3. Prélévements sanguins

Les prélevements sanguins & jeun sont effectués chez les personnes sélectionnées volontaires.
Le sang est recueilli dans des tubes héparinés, puis centrifugé a 3000 t/min pendent 15
minutes. Le plasma est récupéré puis conservé a -20 °C en vue des différents dosages.

Les érythrocytes restants sont lysés par addition de I’eau distillée glacée et incubation pendant
15 min dans la glace. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation a 4000 t/min
pendant 15 minutes. Le lysat est ensuite récupéré et congelé a -20 °C en vue des dosages des

marqueurs redox intracellulaires.

4. Méthodes de dosages utilisées

4.1. Parametres biochimiques plasmatiques

4.1.1. Dosage de I’albumine

Le taux plasmatique en albumine est déterminé par la méthode colorimétrique, en utilisant le

kit SPINREACT qui repose sur la transformation de I’albumine, en présence du vert de
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bromocrésol, en un compose coloré bleu-verdatre dont I’intensité est proportionnelle a la

concentration de I’albumine.

4.1.2. Dosage du glucose

La concentration du glucose plasmatique est déterminée par une méthode colorimétrique
enzymatique en utilisant le Kit BIOSYSTEMES. Ce test repose sur la décomposition du
glucose en acide gluconique et peroxyde d’hydrogene sous I’action de I’enzyme glucose

oxydase.

4.1.3. Dosage du cholestérol total

Le cholestérol total est dosé au niveau du plasma par une méthode colorimétrique
enzymatique (Kit SPINREACT). Les esters de cholestérol sont hydrolysés par la cholestérol
ester hydrolase en cholestérol libre et acides gras. Le cholestérol libre produit est oxydé par
une enzyme cholestérol oxydase en A4 cholesterone et peroxyde d’hydrogene. Ce dernier en
présence de peroxydase, oxyde le chromogene en un composé coloré en rouge dont I’intensité
de la coloration est directement proportionnelle a la concentration de cholestérol présente

dans I’échantillon.

4.1.4. Dosage des triglycérides

Les triglycérides sont dosés au niveau du plasma par une méthode enzymatique (Kit TECO
DIAGNOSTICS). Les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en acides gras ; le glycérol
obtenu est phosphorylé par une glycérokinase, puis le glycérol-3-phosphate est
enzymatiquement oxyde en H202. Ce dernier en présence de la peroxydase et d’un

chromogeéne donne un composé coloré.

4.1.5. Détermination des lipoprotéines HDL et LDL

Les concentrations en lipoprotéines de densité élevée (HDL) est déterminée dans le plasma
par le kit SPINREACT qui repose sur la précipitation des lipoprotéines de tres faible densité
(VLDL) et de faible densité (LDL) par le phosphotungstate et les ions de magnésium. Apres
centrifugation (4000 t/min pendant 10 min), le surnageant contient les HDL qui sont dosés
par la méthode enzymatique colorimétrique utilisée pour le dosage du cholestérol total.

La concentration en lipoprotéines LDL est calculée selon la formule décrite par Friedewald—
Levy-Fredrickson: LDL (g/L)= concentration du cholestérol total - concentration du HDL-
(concentration des TG /5).
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4.1.6. Dosage de I'urée

L’urée plasmatique est dosée par le Kit SPINREACT. Ce test repose sur la transformation de
I’'urée sous I’action de I’'uréase en carbonate d’ammonium de couleur verte dont I’intensité est
directement proportionnelle & la concentration en urée dans I’échantillon. La densité optique
est déterminée par spectrophotométrie, et est proportionnelle a la concentration en urée de
I’échantillon.

4.1.7. Dosage de la créatinine

La créatinine plasmatique est dosée par le Kit BIOMAGHREB qui repose sur la formation
d’un composé de coloration rouge par la réaction suivante:

Créatinine + acide picrique —»  créatinine-Acide picrique

La densité optique est obtenue par spectrophotométrie, et est proportionnelle a la

concentration en créatinine de I’échantillon.

4.2. Parametres du stress oxydatif

4.2.1. Dosage de la vitamine C plasmatique

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

4.2.2. Dosage du monoxyde d’azote (NO) plasmatique

Le NO plasmatique est mesuré par la méthode décrite par Guevara et al. (1998), qui repose
sur le dosage des nitrites. Le plasma frais est déprotéinisé par I’ajout du ZnSO4. Apres
centrifugation, le surnageant est incubé avec les billes de cadmium afin de réduire les nitrates
présents en nitrites. Aprés centrifugation, le surnageant obtenu est mélangé avec le réactif de
Griess (composé de sulfanilamide, de naphtylamine et d’acide phosphorique). Une coloration
rose apparait dont I’intensité est proportionnelle & la concentration en NO. Les absorbances
sont mesurées par spectrophotométrie a 540 nm. Les concentrations du NO sont obtenues a
partir de la courbe d’étalonnage établie en utilisant le nitrite de sodium NaNO,.
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4.2.3. Dosage de I’anion super oxyde plasmatique

L’anion super oxyde (O%*) est dosé en utilisant la méthode décrite par Auclair et Voisin
(1985). Le plasma frais est incubé pendant 2 heures a température ambiante en présence du
sel de Tétrazolium (MTT). Aprés incubation, et ajout du méthanol, du DMSO et du KOH, une
coloration rose violacée apparait. La lecture des absorbances est faite contre le blanc par le
spectrophotométre & une longueur d’onde de 550 nm. Les concentrations en anion O?* sont

calculées en utilisant le coefficient d’extinction molaire € = 21,1 mM™.cm™.

4.2.4. Détermination de I’activité de la catalase (CAT, EC 1.11.1.6) érythrocytaire

L’activité de la catalase dans le lysat cellulaire sanguin est mesurée par la méthode décrite
par Aebi (1974). Ce test repose sur le dosage du taux de la décomposition du peroxyde
d’hydrogene. Le lysat érythrocytaire dilué est incubé en présence d’un volume équivalent de
H.0, et de I’eau physiologique pendant 5 minutes a température ambiante. Par la suite, le
sulfate de titanium est ajouté au mélange; la lecture est réalisée par spectrophotométrie a 420

nm.

4.2.5. Dosage de glutathion réduit GSH érythrocytaire

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé par la méthode colorimétrique par le kit
Bioxytech GSH-400 (OXIS International, Inc., Portland, OR, USA). En présence du
NADPH, le chromogene réagit avec le groupement thiol du GSH pour former un composé

coloré dont I’absorbance est a 405 nm.

4.2.6. Dosage du malondialdéhyde (MDA) érythrocytaire

Le dosage du MDA dans le lysat érythrocytaire est effectué selon la méthode décrite par
Draper et Hadley (1990). Le lysat est incubé 20 minutes & 100°C en présence de I’acide
thiobarbiturique (TBA) et I’acide trichloroacétique (TCA). Aprés incubation, refroidissement
et une centrifugation a 4000t/min pendant 10 min, le TBA réagit avec les aldéhydes pour
former un produit chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de
MDA dont I’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 ™ & 532 nm)

4.2.7. Dosage des protéines carbonylées érythrocytaires
Les protéines carbonylées (marqueurs de I’oxydation protéique) sont mesurées dans le lysat
érythrocytaire par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine (DNPH) selon la méthode de
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Levine et al. (1990). L’échantillon est incubé 1h a température ambiante en présence de la
DNPH ou avec seulement du HCL pour le blanc. Le DNPH réagit avec les groupements
carbonyl pour donner un composé hydrazone. Ensuite, les protéines sont précipitées avec
I’acide trichloroacétique (TCA). Apres centrifugation, le culot est solubilisé dans une solution
de NaOH. Les lectures se font a 350 et 375 nm. La concentration des groupements carbonylés

est calculée selon un coefficient d’extinction (e = 21,5 mmol™. L. cm ™).

5. Etude in vitro des effets des nutriments sur les lymphocytes

5.1. Isolement des lymphocytes sanguins

L’isolement des lymphocytes repose sur la séparation des cellules sanguines en fonction d’un
gradient de densité utilisant I’Histopaque (SIGMA). Les lymphocytes (densité égale a 1,060)
sont moins denses que I’histopaque (densité égale a 1077) et vont se positionner au dessus de
I’histopaque aprés centrifugation. Ainsi, le sang frais prélevé dans tube hépariné est versé
doucement dans un tube conique contenant I’histopaque. Apres centrifugation a 2000 t/min
pendant 20 minutes, la phase entre le plasma et I’histopaque contenant les lymphocytes est
récupérée, lavée puis reprise dans le milieu de culture RPMI.

5.2. Test de viabilité et dénombrement des cellules

Le comptage des cellules lymphocytaires se fait a I'aide de la cellule de Malassez, apres
coloration au bleu de Trypan, 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. Apres comptage, le nombre des cellules de la suspension est ajusté

a 4 millions de cellules par ml.

5.3. Culture lymphocytaire

Les cultures des lymphocytes s’effectuent dans des microplagues de 96 puits. Les
lymphocytes sont stimulés par la concanavaline A (agent mitogene spécifique des
lymphocytes T), et sont mis en culture dans le milieu RPMI. Les essais sont réalises en
triples. Afin de déterminer les effets des vitamines sur la prolifération in vitro des
lymphocytes, les cellules sont mises en culture en présence de trois vitamines (vitamine A ou
acide rétinoique, vitamine C, E et NADH) a une concentration finale de 100 nM pour la
vitamine A, 50 uM pour les vitamines C, E et 500 uM pour NADH. Les concentrations des
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vitamines utilisées sont choisies apres I’étude bibliographique. Les concentrations utilisées

dans notre travail sont choisies selon des études précédentes qui ont montrée que ces

concentrations n’affectent pas la viabilité cellulaire (Dawson et al., 2006; Hernandez et al.,
2008; Liu and Zhang, 2003; Molina et al., 2014)
Afin de déterminer les effets des acides gras présents dans des huiles utilisées dans la région

de Tlemcen, les lymphocytes sont cultivés en présence d’huile d’olive, d’huile de tournesol,

d’huile de nigelle, d’huile de noix, et d’huile de lin & une concentration finale de 30 uM TG.

Cette concentration est déja utilisée dans notre laboratoire sans affecter la viabilité des

cellules en culture (Djelti et al., 2014). La composition des huiles testées est mentionnée dans

le Tableau 4.

Les plaques sont ensuite mises a incuber 48 heures a 37°C, dans un incubateur a 5% de CO2.

A la fin de la période d’incubation, les cellules sont prélevées en vue des différents dosages.

Tableau 4. Composition des huiles étudiées

Composition Huile d’olive | Huile de tournesol | Huile de Huile de Huile de lin
en 100 g nigelle noix

AGS (g) 14 15 16,8 9,87 10
AGPI (g) 26 60 59,4 64,4 72
AGMI (g) 60 25 238 17,4 18
Vitamine E (mg) 28,8 100 36,1 35 57
AGMI/AGPI 2,4 0,41 0,4 0,27 0,24
Oméga-6/oméga-3 24 59 56 4,96 0,28

La composition en acides gras de différentes huiles est réalisée par CPG au laboratoire

UPRES lipides, Faculté des sciences Gabriel, Université de Bourgogne, Dijon, France. Les

teneurs en vitamines sont déterminées par HPLC (Dijon, France). AGS: acides gras saturés;

AGMI: acides gras mono-insaturés; AGPI: acides gras polyinsaturés.
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5.4. Test de prolifération lymphocytaire

La mesure de la prolifération des cellules est réalisée par le test MTT, 3-(4,5- diméthylthiazol-
2-yI)-2,5-diphényl tétrazolium bromide. Le test MTT détermine la capacité des cellules
viables a convertir un sel soluble de tetrazolium (MTT) en un précipité insoluble le formazan.
Cette réaction convertit les sels de tetrazolium jaunes en des cristaux de formazan colorés en
bleu dont la concentration est spectrophotométriquement déterminée, apres la dissolution des
cristaux bleus en milieu acide.

L’indice de prolifération lymphocytaire (IP) est déterminé par la formule suivante:

Densité optique de culture stimulée/densité optique de culture non stimulée x100 (Medjdoub
et al., 2011).

5.5. Dosage des cytokines IL-2 et IL-4

Le taux de sécrétion des cytokines lymphocytaires, Interleukine-2 (IL-2) et interleukine-4 (IL-
4) est mesuré dans le surnageant des cultures cellulaires par un kit ELISA (ABFRONTIER,
Multiplex HUMAN Cytokine ELISA Kit) selon les instructions donnés. Les échantillons ou
les standards sont ajoutés dans les puits pré-revétus d’anticorps monoclonal anti- IL-2 ou anti-
IL-4 et incubés pendant 2-5 h a température ambiante sous agitation douce. Ceci permet aux
cytokines présentes dans les échantillons de se lier aux puits via l'anticorps immobilisé.
Ensuite, les puits sont lavés et I’anticorps anti- IL-2 ou anti- IL-4 polyclonal conjugué a la
biotine est ajouté dans chaque puits. L’incubation dure 1 h a température ambiante sous
agitation. Apres lavage, la solution de HRP-Streptavidine est ajoutée dans chaque puits, puis
incubation de 45 minutes a la température ambiante sous agitation. La streptavidine-HRP
ajoutée se lie a I’anti- IL2 ou a I’anti- IL-4 conjugué a la biotine. Par la suite, la streptavidine-
HRP non lié est enlevée durant le lavage, et la solution de substrat réagissant avec le HRP
(réactif colorimétrique TMB) est ajoutée aux puits. Apres incubation a I’obscurité, un produit
coloré est formé proportionnellement a la quantité des IL-2 ou IL-4 présents dans
I’échantillon. La réaction est terminée par I’addition d’acide et I’absorbance est mesurée a 450
nm. Une courbe étalon est préparée a partir du standard IL-2 ou IL-4 fourni par le Kit de
dosage. La balance Th1/Th2 est déterminée par le rapport IL-2/IL-4 (Barrat et al., 1997).

5.6. Equilibre oxydant/antioxydant intra-lymphocytaire
Apres les différentes incubations et la récolte des cellules, les lymphocytes sont lysés par
NaOH 5M. Apres centrifugation, le lysat lymphocytaire est récupéré pour le dosage des

marqueurs intracellulaires du stress oxydatif.
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Le taux de peroxydation lipidique est déterminé en quantifiant la concentration du
malondialdehyde (MDA) dans les lysats lymphocytaires par le réactif TBA, comme cité
précédemment.

L’oxydation des protéines est mise en évidence par la mesure des protéines carbonylées dans
le lysat lymphocytaire par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine, comme cité ci-dessus.
Le taux lymphocytaire en glutathion réduit est mesuré par le kit spécifique cité ci-dessus
(Bioxytech GSH-400 kit, OXIS International, Inc., Portland, OR, USA).

L’activité de I’enzyme catalase (CAT, EC 1.11.1.6) dans le lysat lymphocytaire est mesurée
par la méthode d’Aebi décrite ci-dessus.

6. 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 jeunes témoins et les 4gés de méme sexe est effectuée
par le test ANOVA & un facteur et par le test "t" de Student: * P < 0,05 différence
significative.

Dans I’étude in vitro, les comparaisons des moyennes entre les hommes et femmes jeunes et
ages, et les comparaisons entre les différentes incubations in vitro sont effectuées par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les
moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du méme groupe
sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes pour la méme
incubation par les signes différents (a, B, v, A), avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05.
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1. Marqueurs de I’état nutritionnel et parametres biochimiques
1.1. Marqueurs de I’état nutritionnel chez les hommes et les femmes jeunes et agés
(Figures 12 et 13, Tableau 5)

En utilisant I’indice de masse corporelle (IMC), les personnes agées étudiées montrent un
risque de dénutrition. Nos résultats montrent que la dénutrition (IMC <21 kg / m®) est
présente chez 24% des hommes et femmes agés (Figure 12). La dénutrition est considérée
comme sévére lorsque I''MC <18 kg / m? chez les personnes agées. Notre étude montre que
12% des hommes agés et 16% des femmes &gées présentent une dénutrition sévere.
Cependant, chez les hommes et femmes jeunes, I’IMC est supérieur a 18 dans tous les cas,
indiquant I’absence de dénutrition. L'utilisation du score MNA indique un risque nutritionnel
aussi bien chez les sujets agés que chez les jeunes (Figure 13). Selon Guigoz (2006), le test
MNA est catégoriseée comme suit: dénutrition sévere (MNA <17); a risque de dénutrition (17
<MNA <24); et état nutritionnel normal (MNA >24). Nos résultats montrent que 12% des
hommes agés et 8% des femmes agées sont sous-alimentées avec dénutrition séveére, 44% des
hommes agés et 52% des femmes agées ont un risque de dénutrition, 44% des hommes agées
et 40% des femmes &gées ont un état nutritionnel normal. Cependant, 50% des hommes
jeunes et 47,50% des femmes jeunes sont a risque de dénutrition selon le test MNA, et aucun
ne présente une dénutrition sévere. Les résultats du score SNAQ montrent que ces personnes
agées présentent une anorexie et un risque de perte de poids puisque le score est inférieur a
14. Par contre, les teneurs plasmatiques en albumine ne different pas significativement entre

les quatre groupes (Tableau 5).

1.2. Paramétres biochimiques chez les hommes et les femmes jeunes et agés (Tableau 6)

Chez les sujets agés, il n’existe pas de différence significative des taux plasmatiques en
glucose, et en HDL-C par rapport aux valeurs des témoins jeunes. Par contre, les teneurs
plasmatiques en cholestérol, triglycérides et LDL-C sont augmentées significativement chez
les femmes et hommes agés comparées aux valeurs obtenues chez les témoins jeunes. Les
teneurs plasmatiques en urée et en créatinine sont significativement faibles chez les agés par
rapport aux valeurs chez les jeunes. Chez les sujets agés, les activités plasmatiques des
transaminases TGO montrent une augmentation significative par rapport aux valeurs chez les
témoins jeunes. Les activités TGP sont cependant augmentées significativement que chez les

femmes agées comparées aux femmes jeunes témoins.
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Figure 12. Prévalence de la dénutrition chez les personnes jeunes et agées en utilisant
I"IMC
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Figure 13. Prévalence de la dénutrition chez les personnes jeunes et agées en utilisant le
score MNA
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Tableau 5. Marqueurs de I’état nutritionnel chez les hommes et les femmes jeunes et

ages
Hommes Femmes Hommes Femmes P
Parametres | jones Jeunes Agés Agées ANOVA
Témoins Témoins
Score MNA | 27,57+1,06% | 26,50+ 1,30% |22,65+1,23%| 22,05+1,11" 0,010
Score SNAQ | 16,35+1,11° | 16,84 +155° | 11,06 +2,23° | 11,05+ 1,98" 0,05
Albumine 456 +0,48 3,98 + 0,57 425 +0,53 416 £ 0,47 0,228
(g/dL)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. Score MNA: score de I’évaluation
nutritionnelle rapide (Mini Nutritional Assessment); Score SNAQ: score du questionnaire
simplifié de I’état nutritionnel (Simplified Nutritional Assessment Questionnaire). La
comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux
a deux. Les différences significatives entre les groupes sont marquées par les lettres
différentes (a, b, c...) avec un P (ANOVA) inférieur & 0,05.
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Tableau 6. Parametres biochimiques chez les hommes et les femmes jeunes et agés

i Hommes Jeunes | Femmes Jeunes | Hommes Agés |Femmes  Agées P
Parametres Témoins (TH) Témoins (TF) (AH) (AF) ANOVA
Glucose (g/L) 0,92+0,07 0,86+0,08 0,96+0,06 1,08 +0,15 0,110
Urée (g/L) 0,40 +0,02* | 0,35+0,03° | 0,24 +0,04° 0,27 +0,05" 0,008
Créatinine 7,85+0,65° 8,11+0,74* | 6,75+0,62° 6,08+ 0,85° 0,007
(mg/L)
Cholestérol 1,22+0,22° 1,26+0,13° 1,80 +0,16° 1,79 +0,29° 0,006
(9/L)
Triglycérides | 1,08+0,06° | 0,85+0,11° | 1,15+0,04° 1,28 +0,12° 0,010
(9/L)
HDL-C (g/L) | 0,30+ 0,04 0,37+ 0,05 0,33 + 0,07 0,34+ 0,06 0,147
LDL-C (g/L) | 0,70+0,12° | 0,72+0,06° | 1,27+0,11° 1,23 + 0,052 0,005
TGO (U/L) 14,31+1,37° | 10,11+1,24° | 20,13+2,74° 18,75+1,88° 0,004
TGP (U/L) 12,37 #1,22° | 15,05+2,33" | 12,87 +1,28" | 20,13 +1,05° 0,009

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. HDL-C : cholestérol des lipoprotéines de
haute densité ; LDL-C : cholestérol des lipoprotéines de faible densité ; TGO: glutamate
oxaloacétate transaminase ; TGP : glutamate pyruvate transaminase. La comparaison des
moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux a deux. Les
différences significatives entre les groupes sont marquees par les lettres différentes (a, b, c...)
avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05.
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2. Marqueurs du stress oxydant

2.1. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut antioxydant chez les hommes
et les femmes jeunes et agés (Tableau 7)

Le taux plasmatique en vitamine C est diminué significativement chez les femmes &gées
comparées aux femmes jeunes ; cependant aucune différence significative n’est notée entre
les hommes agés et les hommes jeunes.

L’activité de I’enzyme catalase érythrocytaire est diminuée significativement chez les sujets
agés par rapport aux témoins jeunes. De méme, les taux érythrocytaires en GSH sont
diminués significativement chez les sujets agés par rapport aux valeurs témoins, et aussi chez

le sexe féminin par rapport au masculin.

2.2. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut oxydant chez les hommes et
les femmes jeunes et agés (Tableau 7)

Quelque soit le sexe, les teneurs plasmatiques en anion superoxyde augmentent
significativement chez les personnes agées comparées aux valeurs témoins. En ce qui
concerne le monoxyde d’azote, on observe qu’avec I’age il ya une diminution significative
des taux du NO, et on note que les femmes ont un taux plasmatique faible en NO par rapport
aux hommes.

En ce qui concerne I’oxydation lipidique et protéique, les taux du MDA (marqueur de la
peroxydation lipidique) et des protéines carbonylées (marqueurs de I’oxydation des protéines)
dans le lysat érythrocytaire sont élevés d’une maniere significative chez les agés par rapport
aux témoins jeunes quelque soit le sexe.

Globalement, les femmes agées semblent étre plus exposées au stress oxydatif comparées aux

hommes ages.

3. Effets des nutriments sur les lymphocytes en culture

3.1. Prolifération des lymphocytes chez les hommes et les femmes jeunes et agés (Figure
14 et Tableau A2 en annexes)

Chez les hommes et les femmes agés, le taux de prolifération lymphocytaire in vitro en
présence de I’agent mitogéne Con A est significativement diminué par rapport aux témoins
jeunes. Chez les hommes et les femmes jeunes, le traitement par la vitamine A, la vitamine C,

la vitamine E ou le NADH a induit une augmentation significative de la prolifération des
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lymphocytes. Chez les hommes et les femmes agés, la vitamine C, E ou le NADH ont aussi

stimulé la prolifération lymphocytaire in vitro alors que la vitamine A n'a pas d’effet.

Tableau 7. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut oxydant/antioxydant
chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Paramétres Hommes Femmes Hommes Agés | Femmes Agées P
Jeunes Jeunes (AH) (AF) ANOVA
Vitamine C | 28,18 +1,72% | 30,21+2,38% | 29,32+2,11% | 17,08+1,86" 0,010
(Mg/mL)
0, 14,55+2,61¢ | 12,31 +257° | 21,62+2,64° | 37,02 +2,93° 0,003
(umol/L)
NO 27,34 +1,05% | 23,22+1,26° | 19,07 +1,49° | 11,70+ 1,07¢ 0,001
(umol/L)
Catalase 50.23 +4.48° 53.22 +4.35°2 30.71 +3.08° 35.38 +2.14° 0.008
(U/min/mL)
GSH 5,66 + 0,54° 4,28+0,60° | 3,09+0,54° 2,47 +0,46¢ 0,002
(mmol/L)
MDA 1,56 +0,24° 1,87 +0,33" | 4,71+0,622 4,75 + 0,592 0,007
(umol/L)
Protéines 1,28 +0,30°" 1,15+0,29° | 3,07+0,372 2,97 +0,42° 0,008
carbonylées
(umol/L)

Chaque valeur représente la moyenne =+
malondialdéhyde; NO: monoxyde d’azote; O, :

Ecart type. GSH: glutathion réduit; MDA:

anion suproxyde. La comparaison des
moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux a deux. Les
différences significatives entre les groupes sont marquees par les lettres différentes (a, b, c...)
avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05.
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L ajout de I'huile de nigelle dans le milieu de culture potentialise I'effet de la Con A et
stimule la prolifération lymphocytaire chez les témoins jeunes et chez les sujets agés. Par
contre, I’huile de lin provoque une réduction de la prolifération lymphocytaire alors que
I’huile d’olive, de tournesol et de noix n’ont aucun effet quelque soit le groupe considéré.

Les variations entrainées par les nutriments sont similaires chez le sexe masculin et féminin.

3.2. Sécrétion des cytokines

3.2.1. Effets des différents nutriments sur la sécrétion de I’interleukine 2 (IL-2, Pg/mL)
in vitro chez les hommes et les femmes jeunes et agés (Tableau 8)

En présence de la Con A, la sécrétion d’IL2 par les lymphocytes agés est significativement
réduite comparée a celle des lymphocytes des témoins jeunes. La sécrétion d’IL-2 par les
lymphocytes des témoins jeunes et des sujets agés est modulée significativement par la
présence des vitamines et des huiles végétales dans le milieu d’incubation. Le traitement des
lymphocytes par la vitamine A et le NADH n'a aucun effet tandis que la vitamine C et E a
augmenté significativement la libération d'IL-2 par les lymphocytes des hommes et femmes
jeunes et agés. De plus, en présence de vitamine C et E, les taux d'IL-2 dans les groupes agés
sont devenus semblables aux niveaux des jeunes. L’incubation des lymphocytes en présence
de I’huile de nigelle a augmenté significativement le taux de sécrétion de I’'lL-2, par contre
I’huile de lin a causé une diminution accrue de I’'lL-2 chez les lymphocytes des jeunes
témoins et des sujets agés. Cependant, les huiles d’olive, de tournesol et de noix n’ont aucun
effet. Il est a noter qu’en présence de I’huile de nigelle et de lin, les taux d’IL-2 chez les agés

deviennent similaires a ceux des jeunes.
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Figure 14. Effets in vitro des nutriments sur la prolifération lymphocytaire chez les

hommes et les femmes jeunes et agés

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. Con A : concanavaline A, Vit : vitamine,
NADH: nicotinamide adénine dinucléotide ou vitamine B3, HO : huile ‘olive, HT : huile de
tournesol, HNL : huile de nigelle, HNX : huile de noix, HL : huile de lin.

La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux
a deux. Les différences significatives entre les incubations du méme groupe sont marquées
par les lettres différentes (a, b, c...) avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05. Les différences
entre les groupes jeunes et agés, hommes ou femmes, pour la méme incubation, sont
marquées par * P < 0.05 et ** P < 0.01.

48



Université Abou Bekr BELKAID-Tlemcen-Algérie

Laboratoire Ppabionut

Tableau 8. Effets des différents nutriments sur la secrétion de I’interleukine 2 (IL-2,

Pg/mL) des lymphocytes in vitro chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Femmes Jeunes | Hommes Agés | Femmes Agées P
Jeunes Témoins (TF) (AF)
Témoins (TH) (AH) ANOVA
Con A 2766+125°° | 2866+154,68%7 | 2091,60+185" | 2069,40+121P°¢ 0,010
Vitamine A | 2833+216,70°¢ | 2897+237,58*% | 1977,70+121F° 1947+119°¢ 0,009
Vitamine C 3883+181° 4036+158° 4058,33+238° 4116+238° 0,234
Vitamine E 3608+141° 3708+125° 3833+265° 3897+212,74° 0,186
NADH 2788+112,74° | 2808,26+116%% | 2061+120,947° | 2028,26 +118"° 0,010
Huile d’olive | 2691,66+138% | 2705,46+137“% | 1955,46+121°° | 1888,87+224°° 0,008
Huile 2649,90+118° | 2686+139,58°% | 1889+167°°¢ 1922+144,84P°¢ 0,010
tournesol
Huile 3297+129° 3355,46+112°¢ 3358+176° 3291+108,40° 0,133
Nigelle
Huile Noix | 2805+112,72° | 2822+140,85%% | 2058+185F° 2008,26+118°°¢ 0,009
Huile lin 1597+112,70¢ 1644+108° 1600+125¢ 1586+110,73 ¢ 0,242
P 0,004 0,005 0,007 0,007
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne =+

Ecart type. NADH: nicotinamide adénine

dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, v, A), avec un P (ANOVA) inférieur

a0,05.
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3.2.2. Effets des différents nutriments sur la sécrétion de I’interleukine 4 (IL-4, Pg/mL)
des lymphocytes in vitro chez les hommes et les femmes jeunes et agés (Tableau 9)

Les taux d'interleukine-4 (IL-4) sont significativement plus élevés chez les personnes agées
que chez les jeunes témoins. Chez les hommes et les femmes jeunes, l'ajout des vitamines A,
C, E ou NADH induit une augmentation significative de la libération d'IL-4 par les
lymphocytes. Chez les personnes agées, le traitement par la vitamine C ou le NADH
provoque une augmentation significative de la sécrétion d'IL-4 tandis que la vitamine A ou E
n'a eu aucun effet. En outre, les taux d'IL-4 deviennent similaires chez les sujets agés et jeunes
apres traitement avec la vitamine C.

Le traitement in vitro des lymphocytes par I'huile d’olive, de nigelle et I’huile de lin
augmente significativement le taux de sécrétion de I'lL-4 chez les jeunes témoins et les
personnes ageées, alors que les huiles de tournesol et de noix n’ont pas affecté la sécrétion
d’IL-4 chez tous les groupes étudiés.

3.2.3. Effes des nutriments sur le rapport IL-2/IL-4 des lymphocytes in vitro chez les
hommes et les femmes jeunes et agés (Figure 15, Tableau A3 annexes)

Le rapport IL-2 / IL-4 représente la balance Thl / Th2. Il est significativement diminué chez
les personnes agées par rapport aux sujets jeunes. Le traitement par la vitamine A, C et
NADH induit une diminution significative du rapport IL-2 / IL-4 chez les lymphocytes des
jeunes hommes et femmes. La vitamine E augmente ce rapport chez les hommes et femmes
jeunes. Chez les hommes et les femmes ages, I'lL-2 / IL-4 n'est pas affecté par la vitamine A,
diminue par la vitamine C ou le NADH et augmente par la vitamine E. De plus, en présence
des vitamines C, E ou NADH, il n'y a pas de différences significatives dans le rapport IL-2 /
IL-4 entre les groupes agés et jeunes. L huile d’olive réduit le rapport IL-2/IL-4 chez tous les
groupes étudiés. L’huile de tournesol n’affecte pas ce rapport chez tous groupes étudiés,
tandis que le traitement des lymphocytes par I’huile de nigelle diminue significativement le
rapport 1L-2/1L-4 chez les témoins jeunes mais sans affecter ce rapport chez le groupe des
agés. L’huile de noix diminue le rapport IL-2/IL-4 chez les jeunes hommes, mais sans
I’affecter chez le reste des sujets étudies. Par contre, I’huile de lin diminue significativement
le rapport IL-2/IL-4 chez tous les groupes étudiés.
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Tableau 9. Effets des différents nutriments sur la sécrétion de I’interleukine 4 (I1L-4,

Pg/mL) des lymphocytes in vitro chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Femmes Jeunes | Hommes Agés | Femmes Agées P
Jeunes Témoins (TF) (AF)
Témoins (TH) (AH) ANOVA
Con A 45.01 + 3.02"° 52 + 3.53P¢ 63.89 +3.19%% | 65.04 +3.37%° 0.020
Vitamine A 122.05b¢ 3.46% | 12468 +2.24%" | 58.890+3.07P° | 61.6+222F¢ 0.007
Vitamine C | 152 +8.66° 155 + 11.42°2 161 + 9.59° 164.47+10.69° 0.106
Vitamine E | 52.71+2.33 P | 53.76 £ 2.77P° | 62.71+2.19°° | 63.76 £ 2.42°° 0.03
C
NADH 115.74+ 8.46™ | 118.15 + 10.04® | 88.68 + 2.22P? [90.34 +3.67°° 0.005
Huile d’olive | 94.73+2.39% | 96.70+2.82% | 77.54+3.27P9 | 79.22 + 4.82P¢ 0.009
Huile 4534 +4.46P | 51.23+3.82P9 | 65.07+2.26%% | 60.83+4.74°¢ | 0.020
tournesol
Huile 119.95+12.14° | 122 +13.04° | 114.47 +10.13° | 115.34 + 8.55" 0.223
Nigelle
Huile Noix | 50.25 +5.47P9 | 5214 +3.87P9 | 62.84+3.32% | 64.69+265°%° 0.030
Huile lin 98.32+533° | 97.97+5.04° | 103.41 +11.39° | 107.80 +14.43° | 0.145
P 0.005 0.004 0.003 0.004
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne =+

Ecart type. NADH: nicotinamide adénine

dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, v, A), avec un P (ANOVA) inférieur

a0,05.
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Figure 15. Effes des nutriments sur le rapport IL-2/IL-4 des lymphocytes chez les

hommes et les femmes jeunes et agés

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. Con A : concanavaline A, Vit : vitamine,
NADH: nicotinamide adénine dinucléotide ou vitamine B3, HO : huile ‘olive, HT : huile de
tournesol, HNL : huile de nigelle, HNX : huile de noix, HL : huile de lin.

La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée

par le test ANOVA a un

facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux
a deux. Les différences significatives entre les incubations du méme groupe sont marquées

par les lettres différentes (a, b, c...) avec un P (ANOVA) inférie

ur a 0,05. Les différences

entre les groupes jeunes et agés, hommes ou femmes, pour la méme incubation, sont

marquées par * P < 0.05 et ** P < 0.01.
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3.3. Statut oxydant/antioxydant lymphocytaire

3.3.1. Effets des différents nutriments sur le taux de glutathion lymphocytaire chez les
hommes et les femmes jeunes et agés (Figure 16, Tableau A4 en annexes)

Nos résultats ont montré que les quantités de GSH des lymphocytes sont réduites chez les
hommes et les femmes agés comparativement aux sujets jeunes. Les vitamines C, E ou
NADH augmentent significativement les taux de GSH chez les sujets ages et sans effet chez
les jeunes témoins. La vitamine A n'a pas affecté les niveaux de GSH chez les jeunes et les
agés. En présence de vitamine C, E ou NADH, les teneurs en GSH des lymphocytes chez les
personnes agées sont rétablies et se rapprochent des valeurs des sujets jeunes.

A I'exception de I'huile de tournesol, toutes les huiles testées (olive, nigelle, noix, lin)
augmentent le taux lymphocytaire de GSH chez les personnes agées et les valeurs deviennent

identiques a celles des témoins jeunes.

3.3.2. Effets des différents nutriments sur I’activité de I’enzyme Catalase (U/mg

protéine) des lymphocytes chez les hommes et les femmes jeunes et agés (Figure 17,
Tableau A5 en annexes)

Les lymphocytes des hommes et de femmes agés présentent des activités de la catalase plus
faibles que les lymphocytes des sujets jeunes. Les traitements des lymphocytes avec la
vitamine C ou E augmentent de maniere significative l'activité de la catalase intracellulaire
tandis que la vitamine A n'a aucun effet chez les sujets jeunes et agés. L'addition de NADH
aux cultures n'a pas affecté l'activité catalase chez des sujets jeunes tout en l'augmentant
significativement chez les personnes agées. En présence de la vitamine C, E ou NADH,
l'activité de catalase dans les lymphocytes des sujets agés est normalisée aux valeurs témoins.
Les huiles d’olive, de tournesol et de noix n’affectent pas I’activité enzymatique de la catalase
chez les jeunes ni chez les sujets agés ; tandis que I’huile de nigelle et de lin augmentent
significativement I’activité de la catalase chez tous les groupes étudiés.
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Figure 16. Effets des différents nutriments sur le taux de glutathion lymphocytaire chez

les hommes et les femmes jeunes et agés

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. Con A : concanavaline A, Vit : vitamine,
NADH: nicotinamide adénine dinucléotide ou vitamine B3, HO : huile ‘olive, HT : huile de
tournesol, HNL : huile de nigelle, HNX : huile de noix, HL : huile de lin.

La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux
a deux. Les différences significatives entre les incubations du méme groupe sont marquées
par les lettres différentes (a, b, c...) avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05. Les différences
entre les groupes jeunes et agés, hommes ou femmes, pour la méme incubation, sont
marquées par * P < 0.05 et ** P < 0.01.
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Figure 17. Effets des différents nutriments sur I’activité de la catalase lymphocytaire
chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. Con A : concanavaline A, Vit : vitamine,
NADH: nicotinamide adénine dinucléotide ou vitamine B3, HO : huile ‘olive, HT : huile de
tournesol, HNL : huile de nigelle, HNX : huile de noix, HL : huile de lin.

La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux
a deux. Les différences significatives entre les incubations du méme groupe sont marquées
par les lettres différentes (a, b, c...) avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05. Les différences
entre les groupes jeunes et agés, hommes ou femmes, pour la méme incubation, sont
marquées par * P < 0.05 et ** P < 0.01.
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3.3.3. Effets des différents nutriments sur le taux de MDA lymphocytaire chez les
hommes et les femmes jeunes et agés (Figure 18, Tableau A6 en annexes)

Les teneurs lymphocytaires en MDA sont augmentées significativement chez les hommes et
les femmes &gés comparativement aux sujets jeunes. Les vitamines C et E réduisent les taux
de MDA chez les lymphocytes des sujets agés et des jeunes témoins. La vitamine A n'affecte
pas les niveaux de MDA chez les jeunes et les agés quelque soit le sexe. Le NADH cause une
réduction des niveaux de MDA que chez les lymphocytes de la population &gée sans affecter
ce marqueur chez les témoins jeunes.

En présence de I’huile de nigelle et de lin, les teneurs en MDA lymphocytaire chez les
personnes agées et les jeunes sont réduites. Par contre, les huiles de tournesol et de noix
n’affectent pas ce parametre dans tous les groupes, alors que I’huile d’olive réduit ce taux de
MDA chez les a4gés mais pas chez les témoins jeunes.

3.3.4. Effets des différents nutriments sur le taux des protéines carbonylées
lymphocytaires chez les hommes et les femmes jeunes et agés (Figure 19, Tableau A7 en
annexes)

Chez les hommes et femmes agés, le taux lymphocytaire en protéines carbonylés est élevé par
rapport a leurs témoins jeunes respectifs. Les vitamines C et E réduisent les taux de protéines
carbonylées chez les lymphocytes des sujets agés et des jeunes témoins; tandis que la
vitamine A n'a pas d’effet chez tous les groupes. Le NADH cause une réduction des teneurs
lymphocytaires en protéines carbonylée que chez la population agée.

L’huile de nigelle et de lin diminuent de maniere significative les taux lymphocytaires en
protéines carbonylées chez les deux populations agées et jeunes, par contre les huiles d’olive,
de tournesol et de noix n’ont pas affecté les taux de protéines carbonylées chez tous les

groupes étudiés.
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Figure 18. Effets des différents nutriments sur le taux de MDA lymphocytaire chez les
hommes et les femmes jeunes et agés

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. Con A : concanavaline A, Vit : vitamine,
NADH: nicotinamide adénine dinucléotide ou vitamine B3, HO : huile ‘olive, HT : huile de
tournesol, HNL : huile de nigelle, HNX : huile de noix, HL : huile de lin.

La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux
a deux. Les différences significatives entre les incubations du méme groupe sont marquées
par les lettres différentes (a, b, c...) avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05. Les différences
entre les groupes jeunes et agés, hommes ou femmes, pour la méme incubation, sont
marquées par * P < 0.05 et ** P < 0.01.
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Figure 19. Effets des différents nutriments sur le taux des protéines carbonylées

lymphocytaires chez les hommes et les femmes jeunes et 4gés

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. Con A : concanavaline A, Vit : vitamine,
NADH: nicotinamide adénine dinucléotide ou vitamine B3, HO : huile ‘olive, HT : huile de
tournesol, HNL : huile de nigelle, HNX : huile de noix, HL : huile de lin, PCAR : protéines
carbonylées.

La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de comparer les moyennes deux
a deux. Les différences significatives entre les incubations du méme groupe sont marquées
par les lettres différentes (a, b, c...) avec un P (ANOVA) inférieur a 0,05. Les différences
entre les groupes jeunes et agés, hommes ou femmes, pour la méme incubation, sont
marquées par * P < 0.05 et ** P < 0.01.
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Le vieillissement est un phénoméne multifactoriel, associé a des dysfonctionnements
métaboliques et immunitaires. Le déclin lié a I'dge dans la fonction immunitaire entraine une
augmentation de lincidence et la gravité des infections, des cancers et de la mortalité
(Cannizzo et al., 2011). Le vieillissement affecte & la fois la réponse immunitaire innée et
adaptative. Chez les personnes Aagées, un dysfonctionnement progressif des réponses
immunitaires a été signalé, particulierement dans 'homéostasie des lymphocytes T, avec un
changement dans les rapports Th1/Th2 et cellules naives/mémoires (Garg et al., 2014).

Il est bien connu que l'espérance et la longévité de la vie dépendent de plusieurs événements
multifactoriels déterminés par des facteurs génétiques et environnementaux. Les éléments
nutritifs jouent aussi un réle essentiel dans ces événements. L'état nutritionnel peut influencer
le vieillissement et il joue également un r6le important dans le développement et la
progression de nombreuses maladies chroniques. L’évaluation nutritionnelle chez les
personnes agees devient cruciale. Plusieurs stratégies et différents outils nutritionnels ont été
validés dans une série d'études pour évaluer quels patients gériatriques sont a risque de
malnutrition.

La premiére partie de ce travail de doctorat consiste a évaluer I'état nutritionnel des personnes
agées de la région de Tlemcen a l'aide des données anthropométriques, score  MNA, score
SNAQ et par dosage d’albumine plasmatique.

L’indice de masse corporelle, I'IMC fait partie des parametres anthropométriques, utilisé pour
évaluer I'état nutritionnel (Gavriilidou et al., 2015). La composition corporelle change
pendant la malnutrition, avec la perte de graisse et de tissu musculaire, mais la composition
corporelle change également avec l'age (Hickson, 2006). L’adiposité abdominale est un
facteur de risque pour le vieillissement et les maladies liées a l'age. L'indice de masse
corporelle (IMC) est une mesure utile de l'adiposité globale puisque chaque augmentation de
5 kg / m2 de I''MC est associée a une mortalité globale de 30% plus élevé (Wagner et al,
2016). Les hommes et les femmes agées étudiés avaient en moyenne un IMC normal sans
exces de poids ou obésité. Cependant, en utilisant ce parametre, selon différentes catégories,
24 % des personnes agées développent un risque de malnutrition et plus de 12 % présentent
une denutrition sévere. Le score (MNA, Mini Nutritional Assessment) est un autre outil de
dépistage mis au point pour détecter la malnutrition ou le risque de malnutrition. Il est
considéré comme un bon critére pour déterminer I'état nutritionnel des personnes &gées. En
utilisant le test MNA, plus de 44% des personnes agées de la région de Tlemcen ont un risque
de malnutrition. Le test MNA apparait comme un outil trés puissant pour détecter le probleme

de dénutrition chez les agés, en plus il est tres facile a mettre en ceuvre.
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Le SNAQ est un autre test de détection de la malnutrition. 1l détecte le risque de perte de
poids dans les 6 mois qui suivent. En utilisant ce test, les personnes agées dans cette étude
présentent un risque de perte de poids, ceci concorde avec les deux tests IMC et MNA utilisés
lors de cette étude.

De faibles concentrations en albumine sont considérées comme marqueur de la malnutrition
protéique (Visser et al., 2005). L'albumine est une protéine hépatique sérique avec une demi-
vie de 14-20 journées. Elle fonctionne comme une molécule porteuse pour divers minéraux,
des hormones, des acides gras et aide aussi a maintenir la pression dans les capillaires. De
plus, l'albumine est une protéine de la phase aigué négative, et son taux est affecté par un
nombre de maladies inflammatoires et de médicaments, en particulier qui affectent la fonction
hépatique. Par exemple, une insuffisance hépatique, des brilures, la septicémie, le
traumatisme, les états post-chirurgicaux et le cancer sont tous associés a une diminution des
taux d'albumine (Bharadwaj et al., 2016). Des concentrations faibles d'aloumine sont
fréquemment observées chez les personnes agées et sont associés a la mortalité (Visser et al.,
2005). Cependant, notre présente étude ne montre pas une malnutrition protéique chez les
personnes agées étudiées puisque les taux plasmatiques en albumine sont similaires a celles
des témoins jeunes.

Les causes de la malnutrition chez la population dgée sont extrémement variées et peuvent
étre répartis en trois grands types: physiologiques, sociaux et psychologiques (Hickson,
2006). La malnutrition a des conséquences cliniques importantes car elle entraine une perte de
poids, altere le fonctionnement et la qualité de la vie, et entraine une augmentation de risque
de mortalité.

Notre étude montre aussi des troubles métaboliques, biochimiques et immunitaires chez les
sujets agés. Ces sujets agés présentent une dyslipidémie avec un taux élevé de triglycérides
plasmatiques, cholestérol et du LDL-C par rapport aux jeunes témoins, mais ils ont des
concentrations normales de glucose plasmatique. Une hyperglycémie a été précédemment
rapportée chez les personnes agées et elle a été associée a des troubles du métabolisme des
hydrates de carbone (Szoke et al., 2008). L’hyperglycémie est surtout notée chez les
personnes présentant un excés pondéral. Comme les personnes agées étudiées dans cette étude
ont un IMC moyen normal, ceci peut expliquer qu’ils ont aussi une glycémie normale.

En accord avec nos résultats, il a été démontré que les personnes agées avaient aussi des taux
de lipides et de lipoprotéines sériques anormaux (Kelley et al., 2005). Ces altérations peuvent
contribuer au développement de l'athérosclérose chez les personnes agees. Les raisons de

l'accumulation de lipides au cours du vieillissement sont multiples, y compris les troubles
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hormonaux, le mode de vie sédentaire, des changements métaboliques tels que les activités
faibles de certaines enzymes, la diminution de la dégradation du cholestérol en acides biliaires
ainsi I’augmentation de l'absorption intestinale du cholestérol chez les agés (Quiles et al,
2004; Kelley et al., 2005; Uranga et Keller, 2010; Mc Auley et Mooney, 2015).

Il a été montré qu’il y a des troubles du métabolisme du cholestérol durant le vieillissement
normal. Chez I’lhumain, les niveaux plasmatiques en LDL augmentent d’environ de 40 % de
20 ans jusqu’a 60 ans (Uranga et Keller, 2010). La dyslipidémie chez les ages semble étre liée
a la déficience en hormone de croissance (GH) et la réduction de I’expression des récepteurs
hépatiques a LDL chez cette population (Parini et al., 1999).

Il y a une interconnexion entre la dyslipidémie, le stress oxydatif, et I'immunosénescence. En
effet, des taux élevés en lipides et en lipoprotéines peuvent étre partiellement responsables de
la diminution des réponses immunitaires chez les personnes agées (Ohtsuka et al., 1990). En
outre, les LDL oxydées (LDLox) sensibilisent les cellules T CD4 + qui, une fois stimulées
perdent leur capacité a proliférer. L'exposition des cellules activées T CD4 + aux LDLox
conduit a l'apoptose, en association avec l'inhibition de I'expression de I'lL-2 (Meier et al.,
2007).

La créatinine et I'urée sont les meilleurs marqueurs de la fonction rénale. L’urée est
entiecrement filtrée par les glomérules. Son taux sanguin reflete globalement e
fonctionnement rénal. Dans notre travail, les teneurs en urée et créatinine sont diminuées chez
les sujets agés comparés aux témoins jeunes. Les teneurs faibles en urée peuvent étre liées a
une diminution de sa synthése hépatique et suite a un régime pauvre en protéines. Les teneurs
faibles en créatinine peuvent étre liées a une masse musculaire faible chez les sujets agés
(sarcopénie). D’autres études ont montré une augmentation de I’'urée sanguine suite a une
fonction rénale altérée avec I’age (Wang et al., 2014).

Le métabolisme hépatique est étudié par le dosage des transaminases, des enzymes localisées
a I'intérieur des cellules. Il en existe deux types, I’aspartate aminotransférase (ASAT ou
TGO) et I’'alamine aminotransférase (ALAT ou TGP). La fonction des transaminases est de
permettre le transfert d’amines lors des processus métaboliques et chimiques a I’intérieur des
cellules. Les ALAT (TGP) prédominent dans le foie, alors que les ASAT (TGO) prédominent
dans les muscles, notament dans le muscle cardiaque. Le taux des transaminases dans le sang
augmente lorsqu’il existe une lésion cellulaire, principalement au niveau du foie et des reins
(Viry, 1990). Dans notre étude, les activités des transaminases plasmatiques TGO et TGP sont
augmentées chez les hommes et femmes agés comparés aux témoins jeunes. L’élévation des

transaminases dans notre étude peut étre en faveur d’une atteinte hépatique et cellulaire chez

61



Université Abou Bekr BELKAID-Tlemcen-Algérie Laboratoire Ppabionut

les personnes agées. Ceci est en accord avec d’autres travaux indiquant I’élévation des
transaminases suite a I’age (Zhao et al., 2000; Berdah et al., 2010).

Le vieillissement est également associé a une augmentation du stress oxydant (Kregel et
Zhang, 2007). Le stress oxydatif peut étre défini comme un déséquilibre entre la production
des especes réactives d'oxygene (ERO) et le pouvoir de neutralisation efficace de ces espéces
par des mécanismes cellulaires antioxydants, qui comprennent a la fois des molécules
enzymatiques (par exemple superoxyde dismutases (SOD), catalase, glutathion peroxydase,
glutathion reductases, et peroxyrédoxines) et des réducteurs de bas poids moléculaire (par
exemple, la vitamine E, le glutathion et la vitamine C). Les mitochondries utilisent environ
90% de l'oxygeéne total, représentant ainsi le site principal de la consommation d'oxygéne
ainsi qu'une source primaire et continue de production des ERO cellulaires. Le reste des ERO
intracellulaires proviennent de l'activité des enzymes oxydantes, y compris le cytochrome
P450, la xanthine oxydase cytoplasmique et I'enzyme membranaire Nicotinamide Adenine
Dinucléotide Phosphate (NADPH) oxydase. Les radicaux libres les plus importants sont les
dérivés d'oxygene en particulier I'anion superoxyde (O2- ¢), le radical hydroxyle (OH-) et le
peroxyde d'hydrogene(H202), ainsi que des espéces azotées réactives telles que l'oxyde
nitrique (NO) et le péroxynitrite (Taha et Blaise, 2014).

Nos résultats montrent une augmentation des teneurs plasmatiques en anion superoxyde (O2-
*) et une diminution des teneurs plasmatiques en vitamine C et en monoxyde d’azote (NO)
chez les sujets ageés, quelque soit le sexe, par rapport aux témoins jeunes.

L’02-« est un radical libre. L’augmentation de sa production reflete un stress oxydant évident.
Nos résultats concordent avec ceux de plusieurs auteurs qui indiquent une augmentation de
cet anion superoxyde avec I’age (Dellatre, 2005; Pucca et al., 2013). Ceci peut étre en relation
avec une activité anormale de la mitochondrie lors du vieillissement.

Les teneurs plasmatiques en vitamine C sont reduites chez les personnes agées. Ceci refléte
une diminution du pouvoir antioxydant chez les agés. Le taux sanguin diminué de la vitamine
C peut étre dd a une faible consommation alimentaire de fruits et Iégumes ou alors a une forte
consommation de cette molécule lors de la neutralisation des radicaux libres. Dans les deux
cas, la personne agée présente une défense diminuée ce qui peut aggraver son état de stress
oxydatif.

Les sujets agés étudiés présentent des concentrations plasmatiques significativement plus
faibles en NO comparés aux sujets jeunes. Le NO est un puissant vasodilatateur synthétisé par
les cellules de I’organisme. Sa sécrétion exerce un effet vasodilatateur puissant qui régule le
flux sanguin. L’enzyme responsable de sa synthese est la NO synthase qui utilise comme
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cofacteur le NADPH (Boyer et al., 2011). Cette enzyme semble étre altérée chez les sujets
agés (Gil del Valle, 2011). Le dysfonctionnement endothélial observé lors du vieillissement
peut survenir lorsque des ERO réduisent la disponibilitt du NO. En outre, le
dysfonctionnement de I'endothélium artériel est un élément clé dans de nombreux troubles
cardiovasculaires (Kregel et Zhang, 2007). La réduction du taux du NO peut étre liée a des
risques cardiovasculaires et d’hypertension chez les personnes ageées.

La théorie des radicaux libres du vieillissement propose que plusieurs changements liés a I'age
dans les fonctions cellulaires immunitaires, qui dépendent de l'état redox de ces cellules,
puissent étre de bons marqueurs de la santé, I'age biologique et la longévité (Taha et Blaise,
2014). Nos résultats montrent aussi une réduction du taux de glutathion réduit (GSH)
érythrocytaire et une augmentation du MDA et des protéines carbonylées chez les personnes
agées comparées a des sujets jeunes, en conformité avec des études précédentes (Kregel et
Zhang, 2007; Cannizzo et al., 2012). En outre, la diminution de lactivité de catalase
érythrocytaire observée chez les sujets agés reflete une réduction de la défense antioxydante
de l'organisme induisant un stress oxydant.

Il est bien établit que la concentration des biomolécules oxydées augmente avec I’dge y
compris le MDA, et les protéines carbonylées. Le MDA est un céto-aldéhyde produit par la
peroxydation des lipides insaturés. L’excés en MDA se combine avec les acides aminés libres
en produisant la peroxydation protéique. Lors du vieillissement, on remarque une
augmentation de ces deux paramétres pro-oxydants; par contre les marqueurs sanguins du
pouvoir antioxydant sanguins tels que le GSH et la catalase sont diminués chez les personnes
agées (Dalle-Donne et al., 2006).

Le GSH est un antioxydant qui sert a éliminer le H202, les lipides peroxydés, les
xénobiotiques. Il fonctionne comme cofacteur pour les enzymes glutathion peroxydase et
glutathion-S-transférase. La catalase est une autre molécule antioxydante de nature
enzymatique localisée dans le peroxysome dont la fonction est la détoxification du H202 en
eau (Pole et al., 2016).

L’augmentation du stress oxydatif cellulaire joue un rdle important dans I’'immunosenescence
(Sandhu et Gurcharan, 2002). Lorsque la peroxydation lipidique est augmentée, des
changements dans la perméabilité de la membrane cellulaire peuvent se manifester. Ainsi, il
apparait clairement que la supplémentation nutritionnelle notamment en antioxydants comme
les vitamines et le NADH peut étre une stratégie prometteuse pour renforcer I'immunité chez
les personnes agées. De plus, certains acides gras peuvent aussi améliorer I'immunité au cours

du vieillissement.
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Afin de valider I’hypothése qu’une supplémentation en certains nutriments peut Eétre
bénéfique sur I'immunité lors du vieillissement, nous avons déterminé les effets de certaines
vitamines et certaines huiles dont la composition en acides gras est différente sur la fonction
lymphocytaire in vitro. Ce test in vitro est largement utilisé et représente un outil fiable pour
apprécier indirectement la fonction immune (Medjdoub et al., 2011; Dijelti et al., 2014;
Meraou et al., 2016 ; Meraou et al., 2017).

Notre étude in vitro montre aussi que la prolifération des lymphocytes, la sécrétion des
cytokines, et la balance oxydante/antioxydante lymphocytaire sont altérées chez les hommes
et les femmes &gés.

La prolifération des lymphocytes T peut étre stimulée in vitro en utilisant différents mitogénes
comme la phytohemagglutinine (PHA), la concanavaline A (Con A), le pokeweed mitogene
(PWM) (Palacios et al., 2007). Dans notre étude, la prolifération lymphocytaire stimulée par la
Con A est réduite chez les sujets 4gés comparés a des témoins jeunes. Puisque I’IL-2 est un
facteur de croissance efficace des lymphocytes T, la sécrétion diminuée d’1I-2 pourrait étre la
raison de la prolifération réduite des lymphocytes chez les personnes agées.

Cependant, la sécrétion d’IL-4 par les lymphocytes stimulés est augmentée chez les sujets
agés. L'IL-2 est une cytokine Thl essentielle dans I'immunité cellulaire, caractérisée par son
role dans la médiation de l'expansion clonale des lymphocytes T activés (Adolfsson et al.,
2001). L’IL-4 est une cytokine anti-inflammatoire Th2 associées a lI'immunité humorale. Elle
exécute les fonctions pléiotropiques y compris l'induction de la différenciation des Th2, la
prolifération des cellules B, et la suppression de la réponse Th1l (Sharma et al., 2008).

La réponse de type Th2 est dominante chez les personnes &gées en accord avec des données
précédentes suggérant que la diminution de limmunité associée a I’age peut étre liée a un
déséquilibre de la sécrétion des cytokines immunitaires (Yen et al., 2000). Les études
précédentes ont prouvé que le vieillissement est caractérisé par une dominance de cytokines
type Th2 (Lee et al., 2012). Des changements phénotypiques de lymphocyte T ont été
suggérés pour étre a la base d’une grande partie des changements relatifs a I'age du profil
cytokinique.

Dans notre étude, les lymphocytes des sujets agés sont exposés a un stress oxydant
intracellulaire évident comme le montre la réduction de I’activité de la catalase lymphocytaire
et les niveaux de GSH. Par contre, les teneurs en MDA et en protéines carbonylées sont
élevés dans les lymphocytes des vieux comparés aux jeunes. Le stress oxydant a été
précédemment rapporté dans les lymphocytes agés, résultant probablement d'une production
non contrdlée des radicaux libres avec I’age et des défenses antioxydantes diminuées (Gautam
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et al., 2010). Nos résultats sont en accord avec cette observation. De plus, la réduction de la
prolifération in vitro de lymphocytes chez les personnes agées peut étre liée a I’augmentation
du stress oxydatif intracellulaire.

Des études ont montré que l'épuisement du GSH intra-lymphocytaire chez les personnes
agées est lié a un taux réduit de prolifération des lymphocytes, a une surproduction d'IL-4 et a
un déclin dans les fonctions des lymphocytes (Peterson et al., 1998). Les lymphocytes T
humains appauvris en GSH sont incapables de proliférer en réponse aux mitogénes de type
lectines suggérant une corrélation directe entre la prolifération des cellules et la disponibilité
de GSH (Hadzic et al., 2005). De plus, des niveaux élevés en MDA et en protéines
carbonylées chez les personnes agées sont associés au phénotype Th2 observé durant le
vieillissement (Ponnappan et Ponnappan, 2011; Bennett et Griffiths, 2013).

Le stress oxydatif peut induire la production et la libération de I'lL-4 capable de soutenir la
différenciation de type Th2. Des études antérieures ont montré que le H202 induit la
production d’IL-4 et d’IL-6 dans les mastocytes (Frossi et al., 2003). D'autre part, une
exposition prolongée a des concentrations élevées en ERO peut inhiber la prolifération des
lymphocytes T et conduire a l'apoptose (Bennett et Griffiths, 2013). L'exposition des
lymphocytes T & un stress oxydant cause la diminution de la production d'IL-2 et de la
réponse du calcium intracellulaire, et une activité altérée des facteurs de transcription requis
pour la transcription d'IL-2. Ces altérations sont semblables aux changements rapportés chez
les lymphocytes T agés (Adolfsson et al., 2001).

En plus des facteurs génétiques et environnementaux, le probleme de malnutrition enregistré
chez les personnes agées étudiées semble étre la cause principale des altérations métaboliques,
immunitaires et oxydatives chez la population &gée. L’intervention nutritionnelle peut donc
avoir des effets bénéfiques sur I'état de santé des personnes agées. Les interventions
thérapeutiques visant a améliorer le pouvoir antioxydant endogene sont un mécanisme de
remplacement précieux pour inverser le cercle vicieux du stress oxydatif et de I'inflammation.
Différentes études moléculaires impliquent le (Nrf2) (nuclear factor erythroid 2 related
factor) dans les anomalies liées au vieillissement tel que le stress oxydant. Le (Nrf2) est un
facteur de transcription essentiel dans la défense contre le stress oxydatif via Iinduction
d’environ 200 geénes de type ARE (antioxidant response element). La voie de signalisation
Nrf2-ARE regule I'expression des genes impliqués dans la détoxification et l'augmentation de
la capacité antioxydante cellulaire. La wvoie Nrf2 / ARE peut étre activée
pharmacologiquement par des molécules d’origine naturelle (nutraceutiques) et par des

produits médicamenteux synthétisés chimiquement. Pour montrer le réle régulateur de Nrf2
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dans I'immunosenescence, des études ont démontré que les inducteurs de Nrf2, tels que le
sulforaphane restaure lI'immunité de type 1. Les auteurs de cette étude ont démontré que les
cellules dendritiques des souris agées ont des niveaux bas de GSH et que le traitement de ces
cellules par le sulforaphane a entrainé une augmentation des taux de GSH et par la suite la
reconstitution de la réponse des Th1l (Ponnappan et Ponnappan, 2011).

Etant donné que l'inflammation chronique et le stress oxydatif sont des causes principales du
vieillissement et des maladies liées a I’dge, des antioxydants naturels efficaces et des agents
anti-inflammatoires pourraient fournir des options thérapeutiques nouvelles et slres pour
diminuer ces troubles dévastateurs. La capacité des nutriments a moduler la réponse
immunitaire a été démontrée précédemment mais elle est encore discutée dans le
vieillissement. Les personnes agées sont particulierement a risque de carence marginale de
nutriments. Nous avons donc évalué dans cette étude les effets correctifs in vitro de certains
nutriments sur la fonction des lymphocytes au cours du vieillissement.

Nous avons étudié dans la deuxiéme partie de ce travail de doctorat, les effets in vitro des
vitamines et des acides gras contenus dans les huiles végétales sur les fonctions
lymphocytaires et nous avons essayé de determiner si ces nutriments peuvent contribuer a
I'amélioration de I'immunité durant le vieillissement.

Nos résultats ont prouvé que la supplémentation in vitro en nutriments a des effets
modulatoires importants sur la fonction des cellules T chez les personnes agées. Les effets
immuno-modulatoires des nutriments sont évidents sur la prolifération lymphocytaire et la
sécrétion des cytokines avec une réduction significative du stress oxydant intracellulaire.

La vitamine A in vitro induit une augmentation significative de la prolifération des
lymphocytes et une élévation de la sécrétion d’IL-4 sans affecter les niveaux d’IL-2 chez les
hommes et femmes jeunes témoins. Le rapport IL-2/IL-4 est réduit par cette vitamine. Ces
résultats sont alignés a une réponse de type Th2, reflétant probablement [leffet anti-
inflammatoire de la vitamine A chez les jeunes. Cependant, dans les lymphocytes agés, la
vitamine A n'a eu aucun effet significatif sur la prolifération lymphocytaire in vitro et sur la
sécrétion des cytokines. Cette non réponse des lymphocytes agés a la vitamine A reflétent les
modifications liees a I’age dans le métabolisme et les voies de signalisation de vitamine A
suite a une diminution significative des récepteurs d’acide rétinoique dans les cellules des
personnes agées (Feart et al., 2005). De plus, dans notre étude, nous avons observé que le
statut redox intracellulaire n’est pas affecté par la présence de la vitamine A dans les deux

groupes, jeune et agé. Nous n'avons pas observé les effets pro-oxydants précédemment
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rapportes de la vitamine A (Murata et Kawanishi, 2000; De Oliveira, 2015). Ceci peut étre lié
aux différentes doses utilisées, variant d’une étude a I’autre.

Nos résultats prouvent que la supplémentation en vitamine C augmente la prolifération in
vitro des lymphocytes avec augmentation parallele de la sécrétion d’ll-2 et 1I-4 dans les
groupes agés et jeunes. Le rapport IL-2/IL-4 est réduit par la vitamine C chez les sujets agés
et jeunes, en faveur d'un décalage de I'équilibre Th1/Th2 vers le phénotype Th2, phénotype
tres favorable puisque anti-inflammatoire. Des résultats contradictoires ont été édités au sujet
des effets immuns de la vitamine C, variant selon la dose utilisée. Plusieurs travaux
précédents ont suggéré que la supplémentation avec la vitamine C améliore I'immunité des
personnes agées (Casciari et al., 2003). Les concentrations élevées en vitamine C ont abaissé
la viabilité des cellules, la prolifération in vitro et la sécrétion diminuée de cytokines des
cellules T activées (Maeng et al., 2009). La supplémentation modérée en vitamine C a
augmenté la réponse proliférative des lymphocytes in vitro chez les sujets agés (Anderson et
al., 1980; Kennes et al., 1983). En effet, la supplémentation en vitamine C augmente la
production de cytokines par les cellules mononucléaires de sang périphérique (Jeng et al.,
1996).

La vitamine C ou son composé oxydé le dehydroascorbate (DHA) semble avoir stimulé la
prolifération lymphocytaire en induisant la formation de NADPH et par la suite la
régénération de GSH lymphocytaire par la voie des pentoses phosphates (Puskas et al., 2000) .
Dans notre étude, la vitamine E induit aussi une augmentation significative de la prolifération
des lymphocytes avec une augmentation concomitante de la sécrétion d’IL-2 chez les vieux et
les jeunes sujets témoins. Les niveaux d’IL-4 sont augmentés chez les jeunes sujets tandis que
non affectés chez les personnes agées apres addition de la vitamine E. Néanmoins, le rapport
IL-2/IL-4 est sensiblement augmenté en présence de la vitamine E dans les lymphocytes agés
et jeunes. La vitamine E semble avoir produit un phénotype Thl. Nos résultats sont en accord
avec des épreuves cliniques prouvant que la supplémentation de la vitamine E a augmenté la
production d’IL-2 chez les individus vieux en bonne santé (Meydani et al., 1998). D'autres
études montrent une production d’IL-2 accrue chez les souris &gées supplémentées en
vitamine E (Adolfsson et al., 2001). Parmi les antioxydants, la vitamine E est le plus
intensivement étudiée en ce qui concerne des effets immunostimulants. 1l a été démontré que
la vitamine E module la production des cytokines par son effet sur les facteurs de transcription
qui sont réglés par le statut redox, et en influencant la synthése des PGE2, qui joue un rdle
principal dans la réponse Thl et dans la régulation des cytokines proinflammatoires (Han et
Meydani, 2000). L’effet de la vitamine E (tocophérol) sur I'immunité des vieux était
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intensivement étudié. Les sujets agés en bonne santé ont été supplémentés avec 400-800
unités internationales de la vitamine E, leur hypersensibilité a été diminuée et la production
d'IL-2 in vitro par les lymphocytes a été augmentée. La vitamine E semble causer ces effets
via l'inhibition de PGE2 ou d'autres facteurs suppressifs (Stowe et Goodwin, 2011).

Des études précédentes ont montré que 46 UM de la vitamine E stimule la prolifération des
lymphocytes TCD4+ et augmente la production de I’IL-2 par 1,7 fois chez les souris &gées
(Molano et Meydani, 2012). Le mode d’action moléculaire de la vitamine E reste mal connu.
Différents mécanismes ont été proposés. Le fonctionnement le plus connu est que la vitamine
E protége les lipides membranaires contre les ERO impliquées dans le phénoméne
d’immunosenescence. Cependant, ce dernier n’est pas le seul mécanisme d’action de cette
vitamine sur I'immunité, étant donnée que la vitamine E influence les voies de signalisation
cellulaire, en inhibant certaines protéines tels que PKC, phospholipase Al et en stimulant la
diacylglycerol kinase et la protéine tyrosine phosphatase. La vitamine E s’insere aussi au
niveau de la bicouche lipidique en stabilisant les structures membranaires cellulaires (Molano
et Meydani, 2012).

Le NADH est connu pour compléter le niveau des stocks cellulaires épuisés d’ATP (Forsyth
et al, 1999). Notre étude montre un effet stimulant de cette molécule sur la prolifération des
lymphocytes avec une augmentation significative des niveaux d’IL-4 sans affecter les taux
d’IL-2 chez les sujets jeunes et agés. Le NADH semble avoir produit un phénotype Th2. Ces
effets stimulants du NADH sur la croissance des cellules peuvent étre liés a la régénération
cellulaire de I’ATP. Cette derniere a un role principal dans la prolifération des cellules et les
T-cellules exigent les niveaux élevés de NADH (Delmastro-Greenwood et Piganelli, 2013). 11
a été également montré que le NADH peut empécher l'apoptose et peut maintenir la viabilité
des cellules en induisant la production autocrine d'IL-4 dans les cultures des cellules (Palaga
et al., 2004). En effet, il a été démontré que le NADH in vitro diminue I'apoptose chez les
cellules irradiées (Liu et Zhang, 2003).

Les vitamines C, E et NADH 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 I'oxydant
/ antioxydant chez les sujets agés et jeunes, tandis que le NADH a des effets bénéfiques
seulement chez les sujets a&gés. La vitamine C et E induisent une augmentation significative
dactivité de la catalase avec une diminution concomitante des teneurs en MDA et en
protéines carbonylées chez les jeunes témoins et les sujets vieux. De plus, la vitamine C et la
vitamine E augmentent les teneurs cellulaires en GSH chez les hommes et les femmes &gés.

Ces résultats suggerent que le statut oxydant/ antioxydant des lymphocytes T des personnes
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agées est plus sensible a la présence des vitamines que ceux des jeunes témoins. Il est
important de noter qu'en présence de ces deux vitamines, le statut redox lymphocytaire des
sujets agés est normalisé et se rapproche de celui des jeunes témoins. Nos résultats sont en
accord avec les rapports précédents qui ont montré le pouvoir antioxydant de la vitamine C et
E (Guaiquil et al., 2001; Traber et Atkinson, 2007). Nos résultats ont également confirmé des
résultats précédents prouvant que les vitamines C et E peuvent moduler l'immunité et réduire
le stress oxydant dans les lymphocytes (Lee et Wan, 2000; Guaiquil et al., 2001).

Dans notre étude, le NADH in vitro n'a aucun effet sur le statut redox des lymphocytes de
jeunes sujets, alors qu’il le module dans les lymphocytes des personnes agées. En présence de
cette molécule, des niveaux de GSH et lactivité¢ de la catalase lymphocytaires sont
augmentés tandis que les teneurs en MDA et en protéines carbonylées sont réduites par le
NADH chez les vieux, reflétant une diminution du stress oxydant intracellulaire. Le NADH a
été indiqué comme antioxydant (Olek et al., 2004). La réponse des lymphocytes est donc
différente selon I’age des sujets étudiés. Les lymphocytes des sujets agés répondent plus et
sont plus sensibles aux différentes vitamines utilisées.

Les études précédentes renforcent l'idée que le régime alimentaire, en particulier la qualité des
graisses alimentaires, peut moduler les réponses immunitaires et le stress oxydatif (Wang et
al., 2000). En effets, les acides gras ont un effet profond sur la lymphoprolifération et la
production des cytokines chez les personnes agées (Venkatraman et Pendergast , 2000).

En général, les acides gras insaturés sont connus pour inhiber la prolifération stimulée par le
mitogéne des lymphocytes, par rapport aux acides gras saturés mais leurs actions peuvent étre
différentes selon les concentrations utilisées (De Jong et al., 2014).

L'acide linoléique (LA, C18:2 n-6) favorise une augmentation de la prolifération des
lymphocytes a faible concentration (25 uM) et augmente l'effet de stimulation de I'L-2 sur la
prolifération des lymphocytes, tandis que des concentrations plus élevées de cet acide gras
diminue la prolifération cellulaire (Gorjao et al., 2007). Les acides gras polyinsaturés oméga-3
ont plutdt des effets immunosuppressifs (Venkatraman et Pendergast, 2000).

L'huile d'olive contient de l'acide oléique (AGMI n-9) qui a un effet immunosuppresseur sur
les lymphocytes T des personnes agées et jeunes. La plupart des études ont montré qu'un
régime alimentaire contenant de lhuile d'olive administré a des animaux favorise une
réduction significative de la prolifération des lymphocytes en réponse au mitogéne la
concanavaline A (Con A) (Yagoob, 1994). Néanmoins, nos résultats montrent que l'addition
d'huile d'olive dans le milieu de culture n'a aucun effet sur la prolifération lymphocytaire et la
synthése d’IL- 2. Cependant, elle augmente significativement la sécrétion d’IL-4 dans tous les
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groupes, toute en diminuant le rapport IL-2/IL-4, cette huile semble avoir un pouvoir anti-
inflammatoire.

L'addition d'huile de nigelle induit une augmentation significative de la prolifération
lymphocytaire et de la production d'IL- 2 et d’IL-4 par les lymphocytes stimulés chez les
agés et les jeunes témoins. L’huile de nigelle a un effet anti-inflammatoire chez les témoins
jeunes mais sans affecter le rapport IL-2/1L-4 chez le groupe des agés.

L’huile de nigelle est riche en AGPI n-6 (LA, C18:3 n-6) avec un ratio Oméga-6/oméga-3
égal a 56 /1. Nos résultats sont en accord avec des études antérieures montrant que la
supplémentation alimentaire avec I'huile de nigelle améliore la réponse immunitaire des sujets
agés en bonne santé (Salem, 2005). L’effet immunostimulant de I’huile de nigelle sur les
lymphocytes pourrait étre du a I’augmentation du rapport Oméga-6/oméga-3. D’ailleurs,
Pizato et al. (2006) ont constaté que l'augmentation du rapport oméga-6/oméga-3 du régime
alimentaire a augmenté la prolifération des lymphocytes T. Cependant, I’huile de tournesol a
aussi un rapport élevé en Oméga-6/oméga-3 (59/1), mais elle n’a pas affecté la prolifération
lymphocytaire ni la production des cytokines chez tous les groupes. Selon notre avis, la
composition en acides gras ne peut pas seule expliquer Ieffet immunostimulant ou
immunosuppresseur de I’huile testée car les huiles contiennent aussi certains composés
minoritaires bioactifs tels que les phytostérols. L’huile de nigelle contient majoritairement le
béta-sitostérol (54% des stérols totaux) et le stigmastérol (20.92%). Par contre, il a été
démontré que I’huile de tournesol raffiné a un niveau plus bas de phytostérols (Cheikh-
Rouhou et al., 2007; Verleyen et al., 2002).

Les phytostérols ont des structures proches a celle de cholestérol, ils sont présents surtout
dans les huiles végétales non raffinées. Des études ont montré que le sitostérol stimule in vitro
et in vivo la réponse immunitaire et la prolifération lymphocytaire (Awad et Fink, 2000).

Les noix (Juglans regia L.) sont une excellente source d'acide o-linolénique (oméga-3), et ont
une teneur élevée en antioxydants tels que les flavonoides, les acides phénoliques (acide
ellagique), la mélatonine, le gamma-tocophérol et le sélénium. Elles constituent une
excellente source d'antioxydants naturels efficaces et d’agents de chimio-prévention
(Carvalho et al., 2010). Dans notre étude, I’huile de noix n’a pas affecté la prolifération ni la
sécrétion des cytokines chez tous les groupes étudiés.

Les graines de lin (Linum usitatissimum) sont également une excellente source de l'acide o-
linolénique avec des niveaux typiques de 55% dans I'huile (Oomah, 2001). Les auteurs d'un
certain nombre d'études ont suggéré que le principal avantage de la consommation d'huile de

lin est due a son composé lacide o-linolénique qui module également la réponse
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immunitaire; mais il abaisse le taux des lymphocytes chez les chiens agés (Hall et al., 1999).
La capacité des lymphocytes T a proliférer et a produire de I'lL-2 aprés stimulation par la Con
A est nettement réduite apres I'exposition a I'huile de lin pour tous les groupes. La synthese
d’IL-4 est augmentée en réponse a I’huile de lin. L'effet immunosuppresseur de l'huile de
graines de lin est d0 a sa richesse en acide a-linolénique (McGuire et al., 1997). Dans
certaines études sur le rat, un régime riche en huile de lin pendant 6 semaines induit une
inhibition de la prolifération induite par la Con A des lymphocytes spléniques (Jeffery et al.,
1996). Certains auteurs suggérent que I’activation de la phospholipase D peut étre responsable
de I’effet antiprolifératif des oméga-3 dans les cellules lymphocytaires et que la surexpression
de la phospholipase D dans les cellules T inhibe I’expression de I’ARNm des IL-2 (Shaikh et
Edidin, 2006)

D’autres etudes ont montré que les oméga-3 ont un effet immunosuppresseur via I’inhibition
de I’activité MAP kinase lymphocytaire (Denys et al., 2002).

Il est généralement connu que l'huile d'olive contient des acides gras, mais aussi est
particulierement riche en composés phénoliques. lls présentent une activité anti-oxydante (De
Pablo et al., 2004). Dans notre étude, I’huile d’olive a présenté un léger effet antioxydant en
diminuant la peroxydation lipidique chez les &gés, et en augmentant le taux de GSH.
Cependant, elle n’affecte pas la catalase ni les taux des protéines carbonylées.

L’huile de tournesol et celle de noix n’ont pas affecté le statut oxydant/antioxydant des
lymphocytes. Les études antérieures ont montré le pouvoir antioxydant faible de I’huile de
tournesol (Meraou et al., 2016). In vitro, l'huile de noix peut augmenter la capacité
antioxydante des cellules monocytaires et peut élever I’activité de I’enzyme SOD. Cependant,
cette I'huile ne parvient pas a protéger I’ADN et les protéines contre les dommages oxydatifs
causés par les ERO (Laubertova et al., 2014).

Par contre, I’huile de nigelle et de lin ont amélioré le statut redox lymphocytaire chez tous les
groupes et ceci est en accord avec des études précédentes. Djelti et al. (2014) ont montré que
le taux de MDA et de protéines carbonylées diminuent tandis que les activités de la SOD et de
la catalase et le taux de GSH augmentent dans les lymphocytes cultivés en présence de I'huile
de lin et I’huile de nigelle chez les diabétiques.
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Au cours de ces derniéres annees, I’amélioration de la qualité de vie & I’échelle planétaire a
permis la prolongation de I’espérance de la vie de I’espece humaine surtout dans les pays
développés. Cependant, le taux de personnes agées €levé a des répercussions
socioéconomiques non négligeables. Les sujets agés sont le plus souvent susceptibles a des
maladies graves telles que Alzheimer, HTA, diabéte, cancers, infections,...etc. En plus, les
sujets qui dépassent 65 ans répondent moins aux vaccins tels le vaccin de la grippe. Ainsi, le
vieillissement rend I’étre humain vulnérable a toutes pathologies graves. Le vieillissement est
donc devenu un probleme de santé publique. Malheureusement, ce phénoméne biologique est
non évitable. Cependant, on peut agir pour permettre un vieillissement en pleine santé, ou un

vieillissement réussi, et c’est I’'une des préoccupations majeures de I’'OMS.

La quasi-totalité des pathologies liées au vieillissement sont associées a un déclin
immunitaire, a un stress oxydant et a la malnutrition. Nos résultats de cette thése de doctorat
ont bien monté que le pouvoir de prolifération lymphocytaire et la synthése de I'IlL-2 sont
significativement faibles chez les personnes agées comparées aux témoins jeunes. Il est bien
établi que la malnutrition est I’origine du dysfonctionnement immunitaire marqué chez les
sujets ages. Effectivement, nos résultats montrent que le risque de malnutrition est élevé chez
les personnes ageées de la région de Tlemcen, avec une déficience en vitamine C enregistrée
uniquement chez les femmes agées. A coté des déséquilibres métaboliques marqués chez la
population agée tels que la dyslipidémie (augmentation du cholestérol, des TG et des LDL),
et la diminution du taux du NO, le stress oxydant cellulaire apparait comme un facteur clé qui
cause le déclin immunitaire lié a I’age. En outre, I’élévation du taux des marqueurs du stress
oxydant plasmatiques et lymphocytaires (anion superoxyde, MDA, PCAR) et une baisse du
pouvoir antioxydant (GSH, catalase) chez les agés sont évidents, et en faveur d’une
augmentation du stress oxydatif.

Les nutriments antioxydants ou non antioxydants occupent une place d’actualité dans le
domaine du vieillissement. Un des aspects les plus étudiés est lie a leur effet immuno-
modulant. Les différentes preuves scientifiques ont poussé de nombreuses organisations et
gouvernements a reconnaitre aujourd'hui les interventions nutritionnelles comme une nouvelle
approche préventive et/ou thérapeutique a un large spectre de maladies modernes liées a
I"age.
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Dans le but de mettre en évidence des nutriments capables de stimuler la prolifération
lymphocytaire, tout en permettant un statut redox cellulaire normal, nous avons choisi de
comparer I’effet des nutriments antioxydants (vitamine A, C, E et NADH) ou non
antioxydants (acides gras dans des huiles végétales) sur les lymphocytes isolés des personnes

agées ou jeunes.

Nos résultats ont montré I'effet correctif in vitro de certains nutriments sur la fonction
lymphocytaire. Parmi les nutriments testés, sur le plan stimulation de la réponse Thl et
balance IL-2/IL-4, la vitamine E a donné les meilleurs effets correctifs. La stimulation des
lymphocytes isolés des sujets agés par cette molécule a permis de rendre la fonction
lymphocytaire similaire a celle des jeunes témoins. De ce fait, ce nutriment pourrait étre un
meilleur adjuvant alimentaire lors de la vaccination chez les personnes agées plus de 65 ans.
Néanmoins, des doses faibles sont a recommander puisque cette vitamine E semble engendrer

un profile pro-inflammatoire chez les personnes agées.

Le NADH, la vitamine C et I’huile de nigelle ont aussi stimulé la fonction lymphocytaire chez
les sujets agés, tout en rendant la prolifération cellulaire similaire a celle des jeunes.
Cependant, ces nutriments au contraire de la vitamine E semblent augmenter aussi la
sécrétion d’IL-4 en favorisant une réponse Th2. Ces substrats pourraient étre utiles dans le
renforcement de I'immunité contre les maladies inflammatoires et les infections a pathogenes

extracellulaires.

Chez les &gés, I’'huile d’olive, la vitamine A, I’huile de tournesol et celle de noix n’ont pas
affecté la prolifération lymphocytaire. Par contre, I'huile de lin avait un effet
immunosuppresseur et anti-inflammatoire. A notre avis, une consommation excessive de
cette huile pourra affaiblir I'immunité de I’organisme lors des infections intracellulaires,

virales et cancers. Sa consommation doit étre contrdlée chez les personnes ageées.

Une bonne culture nutritionnelle peut donc avoir des effets bénéfiques sur I'état de santé des
personnes agées. Une nutrition équilibrée est considérablement importante pour la prévention
et la gestion des maladies chroniques liées a I'age et pour le maintien de la santé générale de

I’individu que ce soit jeune ou agé.

En fin, a la lumiére des résultats obtenus, nous recommandons aux personnes agées la
consommation non excessive des aliments riches en vitamine E, une consommation

importante de vitamine C et d’huile de nigelle pour renforcer leur immunité et lutter contre les
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infections. Une nutrition équilibrée est un facteur clé pour atteindre un vieillissement en

pleine santé « Bien se nourrir pour bien vieillir ».

A cbté des ces recommandations nutritionnelles, I’activité physique reste aussi un outil trés

important pour maintenir une bonne santé au cours du vieillissement.
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Tableau Al. Criteres de bonne santé pour les études sur le vieillissement

Immunitaire (protocole SENIEUR)

(Lesourd, 2004)

Criteres du protocole SENIEUR Criteres additionnels

-Sujet en bonne santé -Aucune maladie dans les 5 derniéres années

-Sans maladie aigué ou chronique en | -Aucune difficulté motrice

cours -Activité physique normale
-Parametres biologiques standard -Aucun médicament pour pathologie cardiaque,
normaux neurologique ou psychique [y compris la dépression]

-Sans médicaments agissant sur le | -Fonctions cognitives normales

systéme immunitaire -Albumine sérique > 39 g/L

-Pas de déficit biologique pour Zn, Se, vitamines B6,
B9,B12
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CONSENTEMENT

Je soussigne,

Madame/MademOiSElHe/ MONSIBUL . .. ...t e e e e e e e e e e e e e aenaanans

Apres avoir pris connaissance des objectifs et des méthodologies relatifs au projet intitulé :
«Troubles métaboliques et effets des vitamines et des huiles sur la prolifération
lymphocytaire, la sécrétion des cytokines et le statut redox chez les personnes agees dans la
région de Tlemcen». sous la responsabilité de Melle BOUAMAMA Samia doctorante a
I’'université de Tlemcen , en collaboration avec les polycliniques de Chetouane et Bouhannek,
foyer des personnes agées (Tlemcen) et le laboratoire de Recherche  «Physiologie,
Physiopathologie et Biochimie de la Nutrition sous la direction du Pr. MERZOUK Hafida
(Université de Tlemcen, Algérie), j’accepte de participer a ce projet, en répondant aux
différents questionnaires et en fournissant un prélevement sanguin.

Signature
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Questionnaire

Nom : Prénom : Age :
Sexe :
Poids ( Kg): Taille (m) :
-habitat domicile [ ] institution [___|
-Milieu de vie seul [ ] avec quelquun [ ]
-emploi oui [ ] non [ ] retraité¢ [ |
-niveau socio-économique bon [ ] moyen [ ] médiocre [ ]
-niveau d’instruction aucun niveau[ | primaire [ ] moyen [ |

Secondaire [ ]

-Le patient est marié

célibataire |:|

-Le patient est

e Diabétique
e Hypertendu
e Autres

Antécédents familiaux
Diabéte |:|
Autres :

-Le patient prend-il du

-Tabac ? oui |:|
-Alcool ? oui [ ]
-Médicaments ? oui |:|

[ ]

universitaire I:I

[ ]
[ ]

maladies cardiovasculaires |:|

non

non

e nom des médicaments :

veuf |:|

divorcé |:|

[ 1 non
[ 1 non
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- Le patient présente t-il une perte d’appétit ? oui [ | non [ |

- Le patient présente t-il une perte d’odorat ? oui non |:|
- Le patient présente t-il des problémes digestifs ? oui non[ ]

-santé buccodentaire

- Le patient présente t-il une difficulté de mastication ? oui [ 1 non [_]

Dentition naturelle [ | prothése dentaire (dentier) [ |

Atteintes carieuses (douleurs) |:| atteintes parodontales |:|

Mini Nutritional assessment MNA® (Guigos, 2006)

Nom : prénom : Age :

Dépistage

A. Le patient présente t-il une perte d’appétit ?

A-t-il mangé moins ces 3 derniers mois par manque d’appétit, problémes digestifs, difficultés
de mastication ou déglutition ?

0= anorexie sévere

1= anorexie modérée

2=pas d'anorexie

B. perte récente de poids (moins de trois mois)
0= perte de poids > 3Kg

1=ne sait pas

2 = perte de poids entre 1 et 3 Kg

3= pas de perte de poids

C. motricité

0= du lit au fauteuil

1= autonomie a l'intérieur

2=sort du domicile

D. maladies aigues ou stress psychologiques lors des 3 derniers mois ?
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O=oui 2=non

E. problémes neuropsychologiques

0= démence ou dépression sévere

1= démence ou dépression modérée

2=pas de problemes psychologiques

F.indice de masse corporelle (IMC) = poids /taille Zen kg /m?
0=IMC< 19

1=19 < IMC<21

2=21 <IMC< 23

3=1IMC=z= 23

Evaluation globale

G. le patient vit-il de fagcon indépendante a domicile ?

O=non 1=oui

H. prend plus de trois médicaments par jour?

O=oui 1=non

I. Plaies cutanées ?

O=oui 1=non

j. combien de véritables repas le patients prend t-il par jours ?

0= 1repas

1= 2 repas

2= 3 repas

K. le patient consomme t-il

e Une fois par jour au moins du produits laitiers ? oui %
chaque jour de viande , de poisson ou de la volaille ? oui

une ou deux fois par semaine des ceufs ou des Iégumineuses ? oui :I

0.0 =siOouloui
0.5 = si 2 oui
1= si 3 oui

L. consomme-t-il deux fois par jour au moins des fruits ou des légumes ?

0= non 1=oui

non
non
non
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M. combient de verres de boissons consomme-t-il par jour ? (eau, jus, café, lait, . ..)
0= moins de 3 verres

0.5=de 3 a 5 verres

1.0= plus de 6 verres

N. maniére de se nourrir ?

0= nécessité d'assistance

1= se nourrit seul avec difficultés

2= se nourrit seul sans difficultés

0. le patient se consideére —t-il bien nourri ?
0= malnutrition sévére

1=ne sait pas ou malnutrition modérée

2= pas de probléemes de nutrition

P. le patient se sent-il en meilleur ou en bonne santé que la plupart des personnes de son
age ?

0.0= moins bonne

0.5=ne sait pas

1.0= aussi bonne

2.0= meilleure

Q. circonférence brachiale (CB en cm)
0.0=CBinfa 21

0.5= 21 <CB=<22

1.0=CB> 22

R. circonférence au mollet (CM en cm)

0=CM <31 1=cMz= 31

Appréciation de I'état nutritionnel
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Simplified Nutritional Appetite Questionnaire

(Wilson et al., 2005)

- SNAQ

Nom prénom Age

Date poids Taille

1-Mon appétit est

a- Plus faible

b- Faible
c- Moyen
d- Bon

e- Trés bon
2- quand je mange

a- Je me sens rassasié juste aprés quelques bouchées

b- Je me sens rassasié aprés un tiers du repas

c- Je me sens rassasié apres avoir mangé plus de demi de repas
d- Je me sens rassasié aprés avoir mangé tout le repas

e- Je me sens difficilement rassasié

3- le gout des aliments

a- Trés désagréable
b- Désagréable

c- Moyen

d- Bon

e- Trés bon

4- je mange normalement

a- Moins d'un seul repas par jour
b- Un seul repas par jour

c- Deux repas par jour

d- Trois repas par jour

e- Plus detrois repas par jour
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Tableau A2. Prolifération des lymphocytes chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Jeunes | Femmes Jeunes | Hommes Agés Femmes Agées P
Témoins (TH) Témoins (TF) (AH) (AF) ANOVA
Con A 183,85 + 27 °¢ 182,86 +23,97™ | 147,672 +17,90% | 131,84 + 14,16% 0,008
Vitamine A | 217.07 +25,50%* | 252.36 + 19,51** 128 + 23% 141,6 + 10 °P 0.007
Vitamine C 248 4+21,60% | 247,02 +19,49% | 243,22 +34,70° 232,16 + 29,837 0,126
Vitamine E 216,40+23° 228,96 + 10,71% | 236,70+ 43,91% | 222,10 + 33,932 0,234
NADH 212,20+11° 254,52 +24.77% | 232,31 +24,86° 222,61 +18,87° 0.117
Huile d’olive | 180,20+ 16,30 | 186,83 + 12,97™ | 140,20 + 19,20°F | 141,13 + 10,65% 0,010
Huile 162+ 20,60°% | 177,62 +29,75" | 136,15+ 16,90°P | 1425+ 1389% 0,009
tournesol
Huile Nigelle | 236,11+ 28,70* | 277,74+36%“ | 197,70+ 25,60°" | 181,80 +26"°F 0,008
Huile Noix 180,70+ 21°* | 168,13 +24,87™ | 132,40+ 16,70°P | 134,88 + 17,70% 0,010
Huile lin 110,30+ 18° 120,02 + 14,83° | 114,40+ 17,329 | 115,89 + 18,15¢ 0,281
= 0,005 0,006 0,003 0,005
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne =+

Ecart type. NADH: nicotinamide adénine

dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et ageés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, vy, A), avec un P (ANOVA) inférieur

a0,05.
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Tableau A3. Effets des nutriments sur le rapport IL-2/IL-4 des lymphocytes in vitro

chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Femmes Hommes Agés | Femmes Agées P
Jeunes Jeunes (AF)
Témoins (TH) | Témoins (TF) (AH) ANOVA
Con A 61,45+239%® | 5511+2,81" | 32,73+2,88" | 31,81 +3,59"° 0,006
Vitamine A | 23.21 +2.63P" [ 23.23+1.067% | 33.58 +3.41°" | 31.6+3.95°" 0.008
Vitamine C | 25,54 +2,09" | 26,03+1,83% | 2520+3,81°¢ | 2502+226° 0,127
Vitamine E | 68,45+427% | 68,97 +3,25% | 61,12+521% | 61,11+587° 0.135
NADH 2408+232° | 2376 +155%9 | 2324+155° | 2245+186° 0.118
Huile d’olive | 28,41 +1,74% | 27,94+158% | 2481 +1,707 | 23,74 +147% 0,030
Huile 58,44 +240% | 52,43 +1,54" | 29,03 +3,89"™ | 30,59 + 3,55 0,010
tournesol
Huile Nigelle | 27,48 +2,62° | 27,50 +2,58% | 28,73+3,98° | 28,53 +2,67° 0,234
Huile Noix | 55,82 +2,06% | 54,12 +3,39% | 32,74 +2,72P° | 31,04 +2,52" 0,008
Huile lin 16,24 +1,149 | 16,78 +1,427 | 1547 +197° | 14,71+2,67° 0,237
P 0,001 0,003 0,007 0,006
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne =+
dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, vy, A), avec un P (ANOVA) inférieur

a0,05.

Ecart type. NADH: nicotinamide adénine
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Tableau A4. Effets des différents nutriments sur le taux de glutathion lymphocytaire

chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Jeunes Femmes Hommes Agés Femmes P
Témoins (TH) Jeunes Agées (AF)
Témoins (TF) (AH) ANOVA
Con A 2451 +2,11° 2454 + 2 51° 14,84 +384% | 11,97 +3,80" 0.008
Vitamine A 2294 +2,26° 2634+347% | 12,83+2,96P° | 11,50 +3,74" 0.007
Vitamine C 24,11 + 3,99 24,99 + 352 23,01 + 2,88° 20,95 + 4,46° 0,345
Vitamine E 25,06 + 2,33 24,79 + 2,87 23,32 + 2,328 2412 +584° 0,216
NADH 26,22 + 3,64 27,90 + 4,60 23,58 + 2,072 21,86 + 2,96° 0,191
Huile d’olive 25,49 + 2,85 24,79 + 2,29 23,03 + 3,228 21,57 + 3,01° 0,205
Huile 22,02 + 3,04 24,7 +2,03° 135+463% | 1321+211P 0,006
tournesol
Huile 24,05 + 3,97 23,88 +2,35 24,36 + 3,19 20,73 + 2,55° 0,148
Nigelle
Huile Noix 25,8 + 3,63 25,83 + 3,29 26,10 + 4,01° 2413 + 3,26° 0,202
Huile lin 28,26 + 4,84 25 + 3,09 22,86 + 3,78° 20,17 + 3,56° 0,247
P 0,236 0,189 0,207 0,185
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne =+

Ecart type. NADH: nicotinamide adénine

dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et ageés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, vy, A), avec un P (ANOVA) inférieur

a0,05.
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Tableau A5. Effets des différents nutriments sur I’activité de I’enzyme Catalase (U/mg

protéine) des lymphocytes chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Jeunes Femmes Hommes Agés | Femmes Agées P
Témoins (TH) Jeunes (AF)
Témoins (TF) (AH) ANOVA
Con A 21,67 £2°P 2270 +139%° | 16,27 +1,38%¢ | 15,27 +1,44F°¢ 0,008
Vitamine A 2341 +1,75%*° [2223+1,35°° | 16,37 +1,33P° | 16,19 +1,18"° 0,010
Vitamine C 32,26 + 1,432 33,07+1,79% | 30,32+1,39° 30,47 £1,35° 0,243
Vitamine E 31,82 +1,83° 32,01 +1,14% | 31,15+167° 30,57 £ 2,34° 0,187
NADH 21.92+1.26° 22.38+1.32° | 22.19+1.68° 21.70+159° 0.266
Huile d’olive | 21,84+0,87°° |22,89+150%" | 1525+1,41P° | 16,93 +150"°¢ 0,010
Huile 2245+134°" [2312+1,02°"| 16,68 +1,68P° | 16,15+ 1,54P° 0,009
tournesol
Huile Nigelle | 32,19 +1,74%* | 32,47 +1,07** | 26,06 +1,56"° | 25,20 + 1,42°" 0,010
Huile Noix 2248 +123%" | 2231+1,11°" | 16,47 +1,86P° | 16,28 +1,45P° 0,020
Huile lin 32,67 £147° 3243+126% | 30,40+255° 31,81 +1,332 0,235
P 0,010 0,008 0,005 0,006
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. NADH: nicotinamide adénine
dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et ageés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, vy, A), avec un P (ANOVA) inférieur
a 0,05.
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Tableau A6. Effets des différents nutriments sur le taux de MDA lymphocytaire chez les
hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Femmes Hommes Agés Femmes P
Jeunes Jeunes Agées (AF)
Témoins (TH) | Témoins (TF) (AH) ANOVA
Con A 3,86 +0,50P* | 4,03+0,33™ | 6,35+0,46“* | 6,81 +0,51°%* 0,007
Vitamine A | 3,71+0,46°% | 415+054P* | 6,91+0,41%* | 6,66 +0,43%° 0,008
Vitamine C 232 +0,23° 224+0,25° 261+041¢ 258 +0,39¢ 0,207
Vitamine E 238+0,31° 2,38 +0,30° 245 +0,36¢ 251 +0,34¢ 0,128
NADH 355+0,52P* | 360+0,48P% | 455+0,42%° | 4,74+0,43%° 0.008
Huile d’olive | 3,64 +0,42P% | 3,85+0,53%% | 528+0,25%% | 513+0,23%° 0,010
Huile 3,98+040P* | 360+0,36P% | 6,62+0,38“* | 6,47 +0,33%? 0,006
tournesol
Huile 247+029P% | 235+0,22P° | 384+0,42% | 4,04+0,49°%° 0,020
Nigelle
Huile Noix | 3,91+052P% | 365+0,34P% | 6,73+056“* | 6,65+0,47°%* 0,007
Huile lin 248 +0,35° 2,26 +0,37° 243 +0,32¢ 2,37 £0,22¢ 0,125
P 0,008 0,007 0,004 0,003
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne =+

Ecart type. NADH: nicotinamide adénine

dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et agés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, v, A), avec un P (ANOVA) inférieur

a0,05.
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Tableau A7. Effets des différents nutriments sur le taux des protéines carbonylées
lymphocytaires chez les hommes et les femmes jeunes et agés

Incubations Hommes Femmes Jeunes | Hommes Agés | Femmes Agées P
Jeunes Témoins (TF) (AF)
Témoins (TH) (AH) ANOVA
Con A 1,35 +0,14°2 1,34 +0,13%2 296 +0,16%" 284 +0,13%" 0,007
Vitamine A 1,40 + 0,187 1,31+0,11%2 293 +0,15%° 3,03+0,25%° 0,008
Vitamine C 1,08 + 0,05° 1,06 + 0,05° 1,07 £ 0,04° 1,05 + 0,04° 0,217
Vitamine E 1,03 +0,06° 1,04 + 0,04° 1,06 + 0,05° 1,07 £ 0,05° 0,184
NADH 1,53 +0,27°2 1,55 +0,23°%2 2,15+0,15%° 211+0,16°° 0,007
Huile d’olive | 1,38+0,12°2 1,37 +0,17°2 295+0,18%" 283+0,13%" 0,008
Huile 1,34 +0,16°° 1,35+0,12°2 2,98 +0,15 *? 2,79 £0,27%° 0,008
tournesol
Huile Nigelle | 1,13 +0,13" 1,16 £0,11° 1,17 £0,12° 1,16 £ 0,13" 0,211
Huile Noix 1,33 +0,19°2 1,38 +0,14°2 2,96+ 0,27 292 +0,22°% 0,009
Huile lin 1,06 + 0,04° 1,05 + 0,05° 1,05 + 0,06° 1,07 £ 0,05° 0,145
P 0,006 0,008 0,005 0,004
ANOVA

Chaque valeur représente la moyenne =+

Ecart type. NADH: nicotinamide adénine

dinucléotide ou vitamine B3. La comparaison des moyennes entre jeunes et ageés est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
comparer les moyennes deux a deux. Les différences significatives entre les incubations du
méme groupe sont marquées par les lettres différentes (a, b, c...) et entre les quatre groupes
pour la méme incubation par les signes différents (a, B, v, A), avec un P (ANOVA) inférieur

a0,05.
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Effects of exogenous vitamins A, C, and E and NADH
supplementation on proliferation, cytokines release, and cell
redox status of lymphocytes from healthy aged subjects
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Abstract: Aging is an inevitable biological event that is associated with immune alterations. These alterations are related to
increased cellular oxidative stress and micronutrient deficiency. Antioxidant supplementation could improve these age-related
abnormalities. The aim of this study was to determine in vitro effects of vitamin A, vitamin C, vitamin E, and nicotinamide
adenine dinucleotide (NADH) on T cell proliferation, cytokine release, and cell redox status in the elderly compared with young
adults. Peripheral blood lymphocytes were isolated using a density gradient of Histopaque. They were cultured in vitro and
stimulated with concanavalin A in the presence or absence of vitamins. Cell proliferation was determined by conducting MTT
assays, and based on interleukin-2 and interleukin-4 secretions. Cell oxidant/antioxidant balance was assessed by assaying
reduced glutathione (GSH), malondialdehyde, carbonyl protein levels, and catalase activity. The present study demonstrated that
T-lymphocyte proliferation was decreased with aging and was associated with cytokine secretion alterations, GSH depletion, and
intracellular oxidative stress. In the elderly, vitamin C, vitamin E, and NADH significantly improved lymphocyte proliferation
and mitigated cellular oxidative stress, whereas vitamin A did not affect cell proliferation or cell redox status. In conclusion, vitamin
C, vitamin E, and NADH supplementation improved T-lymphocytes response in the elderly, and could contribute to the preven-
tion of agerelated immune alterations. Consumption of food items containing these vitamins is recommended, and further
investigation is necessary to evaluate the effect of vitamin supplementation in vivo.

Key words: aging, lymphocytes, vitamins, cytokines, oxidant/antioxidant status.

Résumé : Le vieillissement, événement biologique inévitable, est associé a des altérations du systéme immunitaire; ces derniéres
sont liées a 'augmentation du stress oxydatif cellulaire et a des carences en micronutriments. La supplémentation en
antioxydants pourrait améliorer ces anomalies associées a I’age. Le but de cette étude est de déterminer les effets in vitro des
vitamines A, C et E et du nicotinamide adénine dinucléotide hydrogéné (NADH) sur la prolifération des lymphocytes T, la
sécrétion des cytokines et le statut redox chez des personnes agées comparativement a de jeunes adultes. Les lymphocytes du
sang périphérique sont isolés dans un gradient de densité au moyen du systéme Histopaque. Ces lymphocytes sont cultivés in
vitro et stimulés par la concanavaline A en présence ou en I’absence des vitamines. La prolifération cellulaire est analysée par le
test MTT, et la sécrétion de l'interleukine-2 et -4 par des kits Elisa. On évalue aussi le bilan oxydant/antioxydant par le dosage du
glutathion réduit (« GSH »), du malonaldéhyde, des protéines carbonylées et de I’activité de la catalase. Les résultats révelent que
la prolifération des lymphocytes T diminue avec I’age en plus d’étre associée a I’altération de la sécrétion des cytokines, a la
diminution du GSH et au stress oxydatif intracellulaire. Chez les personnes agées, les vitamines C et E ainsi que le NADH
améliorent significativement la prolifération des lymphocytes et atténuent le stress oxydatif dans la cellule; par contre, la
vitamine A n’a pas d’effet sur la prolifération cellulaire et le statut redox. En conclusion, la supplémentation en vitamines C, E
et en NADH améliore la réponse des lymphocytes T chez les personnes agées et pourrait contribuer a la prévention des anomalies
du systéme immunitaire associées a 1’dge. La consommation d’aliments renfermant ces vitamines est recommandée. Il faut
réaliser d’autres études afin d’évaluer les effets in vivo de la supplémentation en vitamines.

Mots-clés : vieillissement, lymphocytes, vitamines, cytokines, statut oxydant/antioxydant.

Introduction

Aging is an inevitable biological event that affects all living
organisms. Aging is associated with biochemical and physiologi-
cal changes, including increased susceptibility to diseases and loss
of mobility and agility (Mocchegiani et al. 2012). It has been reported
that several hematologic parameters are altered during aging (Pandey
and Rizvi 2014). With age, there is a decline in proliferation and
production of naive lymphocytes, and a reduction in several cyto-
kines, such as interleukin 2 (IL-2), is implicated in this process

(De la Fuente 2014). This process, also called as immunosenes-
cence, is characterized by an increase of cellular apoptosis rate,
thymic involution, a change of the T cell repertoire, and an accumu-
lation of memory T cells (Alvarez-Rodriguez et al. 2012; Ostan et al.
2006). Immunosenescence is responsible for the increased suscepti-
bility of the elderly to cancers, chronic inflammatory disorders, au-
toimmunity, and infectious diseases (Cannizzo et al. 2011).

Many theories are proposed to explain aging. Among those “the
free radical theory of aging” proposed by Harman in 1956, also
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known as oxidative stress theory, has received extensive support.
It proposes that organism deterioration is the cumulative result of
oxidative damage to the cells and tissues (Espino et al. 2012; Zhang
et al. 2003). Moreover, aging is mainly characterized by an imbal-
ance between production and elimination of reactive oxygen spe-
cies (ROS) and by increased oxidation of biomolecules (Cannizzo
et al. 2012). Alterations in intracellular signaling pathways, in-
creased free radical levels, decreased antioxidant capacity, and
oxidation of biomolecules have been reported in aged lympho-
cytes (Hirokawa 1999; Gautam et al. 2010; Fulop et al. 2014). It has
also been observed that oxidized protein and lipids, including
4-hydroxy-2-nonenal and malondialdehyde (MDA), promote lym-
phocyte differentiation towards a Th2 phenotype (Bennett and
Griffiths 2013), a feature that is observed in aging (Ponnappan and
Ponnappan 2011). These effects are related to the elderly nutrient
deficiency (Mocchegiani and Malavolta 2009; Visioli and Hagen
2007). Moreover, nutrition has a relevant role in immune system
function, especially for elderly individuals (De la Fuente 2014). In
older individuals, malnutrition is most often the consequence of
decreased or inappropriate food intake. Common causes are poor
socioeconomic status, digestive problems, mastication difficulty,
loss of teeth, and consumption of drugs that counteract intestine
nutrient absorption (Ferry 2013). The National Health and Nutri-
tion Examination Survey data from 2003 to 2008 shows that vita-
mins A, C, D, E, and K and folate intakes are low in a significant
proportion of the older population in the United States (Mohajeri
et al. 2015). Malnutrition, insufficient protein intake, vitamin de-
ficiency, and deficiency of trace elements can result in impaired
immune function during aging (Wu et al. 2012). For these reasons,
antioxidant supplementation appears to be a key component to
promote healthy aging (Momtaz and Abdollahi 2012).

Vitamin A is a fat-soluble micronutrient implicated for normal
immune signaling through retinoic acid, an active metabolite of
vitamin A. Vitamin A-deficient animals show abnormalities of
lymphocyte numbers in plasma and the spleen (Ross et al. 2011).

Vitamin C is an essential micronutrient that has been impli-
cated in a variety of biological processes, including immune re-
sponse and antioxidant activity (Guerra et al. 2012). Vitamin E is
the principal anti-oxidant defense against lipid peroxidation in
mammalian cell membranes. Moreover, it modulates and improves
immune cell function in adults and older subjects (De la Fuente et al.
1998). Most nutritional studies show that dietary vitamin E is in-
versely related to coronary heart disease mortality rate in the
elderly (Visioli and Hagen 2007). Vitamins C and E are also cofac-
tors for various enzymatic reactions, and modulate signal trans-
duction and gene expression in immune cells (Carcamo et al.
2004; Manning et al. 2013; Mocchegiani et al. 2014; Zingg 2015).

Reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) is a key
coenzyme for numerous redox reactions essential for energy ho-
meostasis (Kern et al. 2014). Previous studies have suggested that
NADH can directly have antioxidant effects (Cao et al. 2016). NADH
plays an active role in the immune system response by inducing
cytokine release from peripheral leukocytes (Ying 2008). Its ad-
ministration can also improve cognitive functions (Demarin et al.
2004).

Several strategies have been proposed to maintain immune
function with aging, including administration of antioxidants. In
vitro, lymphocyte proliferation and cytokine production are use-
ful metrics to evaluate lymphocyte function. Insufficient informa-
tion is currently available about antioxidant supplementation
effects on in vitro lymphocyte function, including proliferation,
cytokine production, and intracellular redox status. However, a
shift of lymphocyte oxidant/antioxidant balance in favor of accel-
erated oxidative damage has been previously reported during
aging (Gautam et al. 2010). Therefore, our present study was per-
formed to evaluate the in vitro influence of antioxidant vitamins
A, C, and E and NADH on T-lymphocytes proliferation, cytokine
release, and T-cell redox status in the elderly.

Appl. Physiol. Nutr. Metab. Vol. 00, 0000

Table 1. Characteristics of the study population.

Young Young

men women Older
Characteristics control control Older men women
N 40 40 25 25
Age (y) 23.35%3.21 23.52+3.47 73.1215.36* 74.3+4.23*
Height (m) 1.7710.08 1.6210.06 1.7310.06 1.6010.07
Weight (kg) 72.891t7.34 56.4213.64 68.75t6.56 58.3014.66
BMI (kg/m?) 23.0913.8 21.41+2.04 22.98%+3.75 22.76%3.24
SBP 122.85+6.16 120.48+5.33 130.571+4.37 128.3413.14
DBP 80.63+4.22 78.5013.35 84.21+3.76  82.28+4.53

Note: Values are means + SD. Statistical comparisons between older and
young control subjects of the same sex were performed by Student’s t test after
variance analysis. Differences were considered significant at *P < 0.01. BMI, body
mass index (weight/height?); DBP, diastolic blood pressure; SBP, systolic blood
pressure.

Materials and methods

Subjects

The study included 50 volunteer older adults who were at least
65 years of age and who were living independently at home in
Tlemcen City, and 80 young subjects between 20 to 35 years of age.
All subjects were in good health. All of the men were nonsmokers.
None of the subjects had diabetes mellitus (exclusion based on
fasting blood glucose level of 27 mmol/L and oral glucose toler-
ance test results), history of arterial hypertension (defined as a
systolic blood pressure >140 mm Hg and a diastolic blood pres-
sure >90 mm Hg), liver disease, renal disease, cardiovascular dis-
ease, autoimmune disease, or cancers. These subjects received no
medication or supplements, including vitamins A, C, and E and
NADH. The local ethics committee of Tlemcen Hospital University
approved the study protocol. All the participants gave informed
consent in accordance with the Helsinki Declaration. The charac-
teristics of all participants are presented in Table 1.

Blood samples, lymphocytes isolation, and culture

Fasting venous blood samples were collected in 2 heparinized
tubes from each subject. The first blood sample was centrifuged
and plasma was separated for biochemical analysis. The remain-
ing erythrocytes were used to prepare the hemolysates to be as-
sayed for oxidant and antioxidant markers. The second blood
sample was used for immediate lymphocyte isolation.

Peripheral blood lymphocytes were isolated from heparinized
venous blood using differential centrifugation (400g for 40 min)
on a density gradient of Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich), as
previously reported (Medjdoub et al. 2011). The peripheral blood
lymphocytes at the interface of plasma and Histopaque were col-
lected, washed, and suspended in RPMI 1640 culture medium
(Gibco, USA). Cell viability was evaluated by the Trypan blue ex-
clusion method. Cultures were established in triplicate in flat-
bottomed microtiter plates (Nunc, Paris, France), and incubated in
complete RPMI 1640 medium (medium RPMI 1640 supplemented
with 25 mmol/L Hepes buffer, 10% heat-inactivated fetal calf
serum, 2 mmol/L i-glutamine, 5 x 10-> mol/L 2-mercaptoethanol,
100 UI/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin),with or with-
out the mitogenconcanavalin A (Con A; Sigma-Aldrich), at 37 °C
in a 5% CO, humidified atmosphere for 48 h. To evaluate the in
vitro effects of vitamins, lymphocytes were incubated with freshly
prepared vitamin solutions, vitamin A (100 nmol/L final concentration),
vitamin C (50 pmol/L final concentration), vitamin E (50 pmol/L final
concentration), and NADH (500 pmol/L final concentration). These
concentrations were used previously in other studies and have been
shown to not affect cell viability (Dawson et al. 2006; Hernandez et al.
2008; Liu and Zhang 2003; Molina et al. 2014). Vitamin A (all-trans
retinoic acid), vitamin E (pi-o-tocopherol), and vitamin C (t-ascorbic
acid) were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). NADH
was purchased from G. Birkmayer (NADH Handels GmbH, Vienna).
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Table 2. Plasma biochemical parameters and erythrocyte oxidant/antioxidant status in young and

aged subjects.

Young men Young women Older P

control control Older men  women (ANOVA)
Glucose (mg/dL) 9210.07 8610.08 9610.06 108%0.15 0.110
Cholesterol (mg/dL) 122+0.2213 12610.133 180%+0.16a 179%0.29« 0.006
Triglycerides (mg/dL) 108+0.143 8510.113 115+0.143 128+0.12a 0.010
LDL-C (mg/dL) 70+0.128 72+0.06p 127+0.11a 123+0.05¢  0.005
Catalase (U/(min-gHb)-1) 50.23+4.48«  53.22+4.35a 30.71+3.083  35.38+2.148  0.008
GSH (mmol/L) 5.6610.54a 4.28+0.6003 3.09+0.54y 2.47+0.46A  0.002
MDA (pnmol/L) 1.56+0.2473 1.87+0.3303 4.71%£0.62a 4.75%0.59a 0.007
Carbonyl proteins (wmol/L) 1.28+0.308 1.15%0.2963 3.07£0.37ac  2.97£0.42ac  0.008

Note: Each value represents the mean * SD. GSH, reduced glutathione; LDL-C, low density lipoprotein-cholesterol;
MDA, malondialdehyde. Statistical comparisons between older and young control subjects were performed by
1-way ANOVA. This analysis is followed by the Tukey’s test for pairwise comparisons. Significant differences
between groups are indicated by different Greek letters with a P-value (ANOVA) less than 0.05.

Vitamin A and vitamin E were initially dissolved in dimethyl sul-
phoxide dimethylsulfoxide (<1% in culture medium), and concen-
trations were adjusted by RPMI medium. Vitamin C and NADH
solutions were directly prepared in RPMI medium.

Determination of lymphocytes proliferation

After 48 h of incubation, lymphocyte proliferation was monitored
by MTT (3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)}-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide); Sigma-Aldrich) as described previously (Mosmann 1983).
Lymphocyte proliferation is expressed as stimulation index (SI).
The SI values were calculated as: mean optical density (at 565 nm)
of Con A stimulated cultures/mean optical density of nonstimu-
lated cultures x 100 (Medjdoub et al. 2011).

IL-2 and IL-4 cytokine assays

Supernatants of lymphocyte cultures were collected and as-
sayed for cytokine release by enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA), according to manufacturer’s instructions (Abfrontier,
Multiplex Human Cytokine ELISA Kit).

Determination of T-cell redox status

Lipid peroxidation in lymphocytes was assessed by measuring
the concentration of MDA in cell homogenates by the thiobarbituric
acid reactive species assay as previously described (Nourooz-Zadeh
et al. 1996).

Protein oxidation in lymphocyte homogenates was assayed
by measuring carbonyl protein concentrations using the 2,4-
dinitrophenyl hydrazine reaction (Levine et al. 1990).

Reduced glutathione (GSH) levels in T-lymphocytes were mea-
sured using a Bioxytech GSH-400 kit (OXIS International Inc., Port-
land, Ore., USA).

Catalase (EC 1.11.1.6) activity in cell homogenates was measured as
previously described (Aebi 1974), based on the spectrophotometric
analysis of hydrogen peroxide decomposition rate at 240 nm.

Statistical analysis

Data are expressed as means + SD. Statistical differences between
2 groups were determined by Student’s t test. Multiple comparisons
were performed using ANOVA followed by the Tukey’s test for pair-
wise comparisons. P < 0.05 was considered to represent statistical
significance. All analyses were performed with STATISTICA (Statsoft,
Paris, France).

Results

Plasma biochemical parameters and erythrocyte
oxidant/antioxidant status in aged and young subjects
Significant increases in plasma cholesterol and low-density li-
poprotein cholesterol (LDL-C) levels were found in the elderly as
compared with young controls. Plasma triglyceride concentra-
tions were significantly high only in elderly women as compared
with young women, while plasma glucose levels were not affected by

aging. Catalase activity was significantly lower in aged men and
women compared with their respective control groups. Reduced
GSH levels were significantly lower while MDA and carbonyl pro-
tein levels were significantly higher in aged men and women than
their respective young controls (Table 2).

In vitro lymphocytes proliferation

In vitro Con A-stimulated lymphocyte proliferation rate was
significantly decreased in aged men and women compared with
young controls (Fig. 1). In young men and women, treatment with
vitamin A, vitamin C, vitamin E, or NADH induced a significant
increase in lymphocyte proliferation. In aged men and women,
vitamin C, vitamin E, or NADH stimulated in vitro lymphocyte
proliferation, whereas vitamin A had no effect. Indeed, in the
presence of vitamins C, E, or NADH, lymphocyte proliferation in
the elderly was normalized and restored to the same level as the
young control group.

In vitro cytokine release

The secretion of IL-2 was significantly reduced in old men and
women compared with their respective young controls (Table 3).
Treatment with vitamin A and NADH had no effect, while vita-
mins C and E enhanced IL-2 release from cultured lymphocytes
collected from both aged and young men and women. Indeed, in
the presence of vitamins C and E, IL-2 levels in the aged groups
became similar to those in the young groups, but remained low
with vitamin A and NADH supplementation.

IL-4 levels were significantly increased in the elderly compared
with young controls (Table 3). In young men and women, the
addition of vitamins A, C, E, or NADH to culture medium induced
a significant increase in IL-4 release by lymphocytes. In the el-
derly, vitamin C or NADH caused a significant increase in IL-4
secretion, whereas vitamins A or E had no effects. The stimulating
effect was most pronounced with vitamin C treatment. In addi-
tion, in the vitamin C-treated groups the IL-4 levels were similar in
old and young, whereas in the young groups, Con A supplemen-
tation did not achieve this affect.

The IL-2/IL-4 ratio, which represents the Th1/Th2 ratio, was sig-
nificantly decreased in the elderly compared with young subjects
(Fig. 2). Vitamins A and C and NADH supplementation each in-
duced a significant decrease in IL-2/IL-4 ratio in young men and
women lymphocytes. Vitamin E increased the IL-2/IL-4 ratio in
young men and women. In aged men and women, IL-2/IL-4 was
unaffected by vitamin A, decreased by vitamin C and NADH, and
increased by vitamin E. Indeed, in the presence of vitamin C,
vitamin E, or NADH, there were no significant differences in IL-2/
IL-4 ratio between old and young groups, thus restoring the de-
clined IL-2/IL-4 ratio in the elderly.
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Fig. 1. In vitro T cell proliferation in the presence of different vitamins. Each value represents the mean + standard deviation. Con A,
mitogenconcanavalin; NADH, nicotinamide adenine dinucleotide; Vit, vitamin. Statistical comparisons between older and young control
subjects means were performed by 1-way ANOVA. This analysis is followed by the Tukey’s test for pairwise comparisons. Significant
differences between the incubations in the same group are indicated by different letters, with P (ANOVA) less than 0.05. *, Statistical
difference between older men or women and young men or women, P < 0.05.
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Table 3. Interleukin-2 (IL-2) and interleukin-4 (IL-4) secretion by Con A-stimulated T lymphocytes in

the aged and young subjects.

Young men Young women  Older men Older women P (ANOVA)
IL-2 (pg/mlL)
Con A 2766%125ab 2866+154.68ac  2091.60+185Bb  2069.40+121b  0.010
Vitamin A 2833+216.70ab  2897%237.58ac  1977.70+1218b  1947%1198b 0.009
Vitamin C 3883%181a 4036*158a 4058.331238a 41161238a 0.234
Vitamin E 3608t141a 3708+125b 3833%+265a 3897+212.74a 0.186
NADH 2788+112.74ab 2808.26*116ac 2061+120.94Bb  2028.26+1183b  0.010
P (ANOVA) 0.004 0.005 0.007 0.007
I1-4 (pg/mL)
Con A 45.01%£3.02yd 50+1.53B3d 63.89+1.19ac 65.04+1.37ac 0.020
Vitamin A 122.05%3.46ab 124.68+2.24ab 58.89%3.07ac 61.612.22acC 0.010
Vitamin C 152+8.66a 155%11.42a 161+9.59a 164.47110.69a 0.106
Vitamin E 52.71+2.33Bc¢ 53.76%1.77Bc¢ 62.71£2.193¢ 63.7612.423c¢ 0.005
NADH 115.74+8.46ab 118.15+10.04ab 88.68+2.223b 90.34%3.67Bb 0.005
P (ANOVA) 0.005 0.004 0.003 0.004

Note: Each value represents the mean + SD. Con A, mitogenconcanavalin A; NADH, nicotinamide adenine
dinucleotide. Statistical comparisons between older and young control subjects means were performed by 1-way
ANOVA. This analysis is followed by the Tukey’s test for pairwise comparisons. Significant differences between the
incubations in the same group are indicated by different letters and between the 4 groups in the same incubation
by different Greek letters, with a P value (ANOVA) less than 0.05.

Fig. 2. Interleukin 2/4 (IL-2/IL-4) ratio in the presence of different
vitamins. Each value represents the mean * standard deviation. Con A,
mitogenconcanavalin; NADH, nicotinamide adenine dinucleotide;
Vit, vitamin. Statistical comparisons between older and young
control subjects means were performed by 1-way ANOVA. This
analysis is followed by the Tukey’s test for pairwise comparisons.
Significant differences between the incubations in the same group
are indicated by different letters, with P (ANOVA) less than 0.05.

**, Statistical difference between older men or women and young
men or women, P < 0.01.
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Intracellular lymphocytes antioxidant status

Lymphocytes of aged men and women presented lower catalase
activities than lymphocytes of young men and women (Fig. 3).
Treatments of lymphocytes with vitamins C or E significantly in-
creased intracellular catalase activity, while vitamin A had no
effects in young or elderly subjects. NADH addition did not affect
catalase activity in young subjects, while significantly increasing
it in the elderly. In the presence of vitamin C, vitamin E, or NADH,
catalase activity in lymphocytes from aged subjects was normal-
ized to control values.

Our results showed that lymphocyte GSH amounts were re-
duced in aged men and women as compared with young subjects
(Fig. 3). Vitamin C, vitamin E, or NADH supplementation signifi-
cantly increased GSH levels in aged subjects, but had no effect in
young controls. Vitamin A did not affect GSH levels in young or
aged groups. In the presence of vitamin C, vitamin E, or NADH,
lymphocyte GSH contents in the elderly were restored to the lev-
els observed in the young.

Intracellular lymphocytes oxidant status

MDA levels, as a marker of lipid peroxidation, and carbonyl
proteins, as a marker for protein oxidation, were significantly
increased in lymphocytes from the elderly as compared with young
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Fig. 3. In vitro lymphocyte antioxidant markers in the presence of different vitamins. Each value represents the mean + standard deviation.
Con A, mitogenconcanavalin A; GSH, reduced glutathione; NADH, nicotinamide adenine dinucleotide; nM, nmol/L; Vit, vitamin. Statistical
comparisons between older and young control subjects means were performed by 1-way ANOVA. This analysis is followed by the Tukey’s test
for pairwise comparisons. Significant differences between the incubations in the same group are indicated by different letters, with P
(ANOVA) less than 0.05. **, Statistical difference between older men or women and young men or women, P < 0.01.
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controls (Table 4). Treatment with Vitamins C and E significantly
decreased lymphocyte MDA and carbonyl protein levels in both
aged and young men and women. Vitamin A did not affect lym-
phocyte oxidant markers in all groups. NADH supplementation
did not affect intracellular MDA and carbonyl proteins in young
subjects, while it caused a significant decrease in the elderly. In-
deed, in the presence of vitamins C or E, lymphocyte MDA and
carbonyl proteins in aged subjects were similar to those found in
young subjects.

Discussion

Several mechanisms contribute to immunosenescence, such as
chronic involution of the thymus, decreased IL-2 production, de-
creased expression of the IL-2 receptor, chronic infections, genetic
predisposition with uncontrolled inflammatory responses, hor-
monal changes, alterations of mitochondrial function, oxidative
stress, metabolic changes in adipose tissue, and suppressive fac-
tors produced by macrophages (Sandhu and Kaur 2002; Pae et al.
2012; Deleidi et al. 2015).

Nutritional supplementation of antioxidants such as vitamins
may be a promising strategy to fortify immunity in the elderly.
The ability of these nutrients to modulate the immune response
has been demonstrated previously, but is still discussed in the
context of aging. Here we investigated the in vitro effects of vita-
mins on lymphocyte function, and we attempted to determine
whether these vitamins might contribute to immune improve-
ment during aging.

Aging is associated with metabolic alterations often including
an increase in visceral and subcutaneous adiposity (Garg et al.
2014). Higher abdominal adiposity is a risk factor for accelerated
aging and for age-related diseases (Wagner et al. 2016).

VitC+ Con A

VitE+ Con A NADH + Con A

In our study, aged men and women had normal body mass
index without overweight or obesity. However, they showed bio-
chemical, oxidative, and immune alterations. These elderly
subjects presented dyslipidemia with high plasma triglyceride,
cholesterol, and LDL-C levels as compared with young controls,
but had normal plasma glucose concentrations. Hyperglycemia
has been previously reported in the elderly, and it was associated
with disturbances of carbohydrate metabolism (Szoke et al. 2008).
It has been shown that older adults also have abnormal serum
lipids and lipoproteins (Abbott et al. 1983; Kelley et al. 2005), in
agreement with our results. These alterations might contribute to
the development of atherosclerosis in the elderly. The reasons for
lipid accumulation during aging are several, including hormonal
deficiencies, increased sedentary lifestyle, metabolic changes such as
reduced enzyme activity, reductions in receptor-mediated clear-
ances of plasma lipoproteins, lipoprotein oxidation, age-related
decreased in breakdown of cholesterol to bile acids, as well as
increased intestinal cholesterol absorption (Kelley et al. 2005;
Quiles et al. 2004; Mc Auley and Mooney, 2015; Uranga and Keller,
2010). There is a large body of evidence indicating a correlation
between dyslipidemia, oxidative stress, and immunosenescence
(Ohtsuka et al. 1990). Oxidized LDL induced a decrease in CD4+T
cells’ capacity to proliferate, Fas-mediated apoptosis, and an inhi-
bition of IL-2 expression (Meier et al. 2007).

Our results showed reduced erythrocyte GSH and enhanced
MDA and carbonyl protein levels in the elderly compared with
young subjects, in line with previous studies (Cannizzo et al. 2012;
Kregel and Zhang 2007). In addition, the decrease in erythrocyte
catalase activity seen in aged subjects could reflect a reduction in
antioxidant defense of the organism, inducing oxidative stress.
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Table 4. MDA and carbonyl proteins levels in Con A-stimulated T lymphocytes in the aged and young subjects.

Young Older

Incubations Young men  women Older men women P (ANOVA)

MDA (nmol/L per 10¢ cells)
Con A 3.86t£0.50Ba  4.03t0.33Ba  6.3510.46ca 6.8110.51ca 0.007
Vitamin A 3.71£0.46Ba 4.15%0.54B3a 6.91+0.41ca 6.6610.43ca  0.008
Vitamin C 2.32+0.23b 2.24+0.25b 2.61+0.41c 2.58+0.39¢ 0.207
Vitamin E 2.38+0.31b 2.38+0.30b 2.45%0.36¢ 2.5110.34c 0.128
NADH 3.55+0.52p3a 3.6910.48Ba  4.55+0.42ab  4.74+0.43ab  0.008
P ANOVA 0.008 0.007 0.002 0.003

Carbonyl proteins (nmol/L per 10¢ cells)
Con A 1.35%0.14Ba 1.3410.13B3a 2.9610.16ca 2.84+0.13ca 0.007
Vitamin A 1.40%0.18B3a 1.31+0.11B3a 2.93+0.150a 3.0310.250a 0.008
Vitamin C 1.08+0.05b 1.0610.05b 1.07+0.04c 1.05%0.04c 0.217
Vitamin E 1.03+0.06b 1.04+0.04b 1.06+0.05¢ 1.07%£0.05¢ 0.184
NADH 1.53+0.27Ba 1.55+0.23Ba 2.15+0.15ab 2.11+0.160b 0.007
P ANOVA 0.006 0.008 0.005 0.004

Note: Each value represents the mean + SD. Con A, mitogenconcanavalin A; MDA, malondialdehyde; NADH, nicotinamide adenine
dinucleotide. Statistical comparisons between older and young control subjects means were performed by 1-way ANOVA. This analysis
is followed by the Tukey’s test for pairwise comparisons. Significant differences between the incubations in the same group are
indicated by different letters and between the 4 groups in the same incubation by different Greek letters, with a P value (ANOVA) less

than 0.05.

Beside metabolic abnormalities, in vitro lymphocyte prolifera-
tion and cytokine secretion were altered in aged men and women
in this study. In our study, Con A-stimulated lymphocyte prolifer-
ation was reduced in aged subjects as compared with young controls.
Since IL-2 is a potent T-lymphocyte growth factor, diminished IL-2
secretion by lymphocytes might be the reason for reduced lym-
phocyte proliferation in the elderly.

However, IL-4 secretion by Con A-stimulated lymphocytes was
increased in elderly subjects.

IL-2 is a well characterized Th1 cytokine essential for cellular
immunity by its role in mediating clonal expansion of activated
T-cells. It acts as a growth factor/activator for T-cells, NK cells, and
B cells, and promotes the development of lymphokine-activated
Killer cells. It therefore plays a critical role in regulating both
cellular and humoral chronic inflammatory responses (Shaikh
2011). IL-4 is an anti-inflammatory Th2 cytokine associated with
humoral immunity. It executes pleiotropic functions, including
induction of Th2-differentiation, immunoglobulin class-switching, B
cell proliferation, suppression of Thi-differentiation, and inhibition
of the production of several proinflammatory cytokines (Sharma
et al. 2008; Shaikh 2011). The Th2-like response was dominant in
the elderly in response to Con A stimulation, in agreement with
previous data, suggesting that the age-associated decrease in im-
munity may be related to an imbalance in the secretion of im-
mune cytokines (Yen et al. 2000). Previous studies showed that
aging involves a shift towards a dominance of the Type 2 cytokine
response (Lee et al. 2012; Garg et al. 2014).

Additionally, in our study, the lymphocytes of aged subjects
were exposed to an evident intracellular oxidative stress, as shown
by the reduced lymphocyte catalase activity, GSH levels, and en-
hanced MDA and carbonyl protein contents compared with young
control values.

Oxidative stress has been previously reported in aged lympho-
cytes, possibly arising from an uncontrolled production of free
radicals with aging and decreased antioxidant defenses (Gautam
et al. 2010). Our results were in agreement with this observation.

A previous study has demonstrated that lymphocyte GSH deple-
tion in the elderly was linked to a reduced rate of lymphocyte
proliferation, overproduction of IL-4, and a decline in lymphocyte
functions (Peterson et al. 1998). Human T-lymphocytes depleted of
GSH were unable to proliferate in response to mitogenic lectins,
suggesting a direct correlation between cell proliferation and GSH
availability (Hadzic et al. 2005). Indeed, high MDA and carbonyl
protein levels in the elderly were associated with the Th2-dominant
phenotype (Bennett and Griffiths 2013; Ponnappan and Ponnappan

2011). Redox balance is critical for modulating T-cell activation,
proliferation, and cytokine synthesis. The oxidative microenvi-
ronment exerts an opposing effect on cytokine secretion by Thl
cells as compared with Th2 cells (Kesarwani et al. 2013). Oxidative
stress induces the production and release of IL-4 by lymphocytes
to support Th2 differentiation. Previous studies have shown that
H,0,-induced IL-4 and IL-6 production in mast cells by an APE/Ref-
1-dependent pathway (Frossi et al. 2003). On the other hand, pro-
longed exposure to high levels of ROS can inhibit T-cell
proliferation and lead to apoptosis (Bennett and Griffiths 2013).
The exposure of T-cells to oxidative stress results in decreased IL-2
production as a consequence of reduced intracellular calcium re-
sponse and altered activity of the transcription factors required
for IL-2 transcription.

Our results showed that vitamin treatments in vitro have impor-
tant modulatory effects on T-cell function, with different kinetic pro-
files in aged and young lymphocytes. The immunomodulatory
effects of vitamins were evident in regards to aged lymphocyte
proliferation and cytokine secretion with a significant reduction
in intracellular oxidative stress.

Vitamin A supplementation of the culture medium induced a
significant increase in lymphocyte proliferation and a rise in I1-4
secretion without affecting IL-2 levels in young men and women.
The ratio of IL-2/IL-4 was reduced by this vitamin. These findings
were in line with a Th2-like response, likely reflecting the anti-
inflammatory effect of vitamin A in young people. It has been
demonstrated that vitamin A and its metabolite retinoic acid in-
fluence different cellular functions, including proliferation and
cytokine synthesis, with a direct promotion of Th2-cell differenti-
ation in immune cells via nuclear retinoic acid receptors (Dawson
et al. 2006; Iwata et al. 2003). However, in aged lymphocytes vita-
min A had no significant effects on in vitro proliferation or cyto-
kine secretion. This is in agreement with recent reports showing a
reduced response to retinoic acid in aged dendritic cells (Agrawal
et al. 2016), and in T-cells from aged mice (Park et al. 2014). Cell
resistance to vitamin A was previously reported in some tumor
cell-lines, consequent to a point mutation within the ligand-
binding domain of the RAR alpha transcript (Lawson and Berliner
1999). Although higher fasting plasma retinol concentrations
have been observed in elderly subjects as compared with young
subjects (Borel et al. 1998), and aging alters signaling pathways of
vitamin A with a significant decrease in retinoic acid receptors
(Feart et al. 2005), the mechanism underlying the decreased re-
sponse to retinoic acid in aged cells remains elusive. Additional
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research is needed to elucidate the mechanism by which aged
lymphocytes are less responsive to vitamin A.

Our results showed that vitamin C treatment enhanced in vitro
lymphocyte proliferation with a parallel increase in IL-2 and IL-4
release in both aged and young groups. The IL-2/IL-4 ratio was
reduced by vitamin C in both aged and young subjects, in favor of
a shift of Th1/Th2 balance toward the Th2 phenotype. Conflicting
results have been published concerning the immune effects of
vitamin C, depending on the dose administered. Several previous
studies have suggested that supplementation with vitamin C im-
proves cell-mediated immune parameters among the elderly
(Casciari et al. 2003).

High concentrations (0.25-0.5 mmol/L) of vitamin C lowered
cell viability, proliferation, and decreased cytokine secretion in
activated T cells (Maeng et al. 2009). Vitamin C treatment enhanced
the in vitro lymphocyte proliferative response in elderly individ-
uals (Anderson et al. 1980; Kennes et al. 1983). Indeed, vitamin C
supplementation enhances cytokine production by peripheral
blood mononuclear cells (Jeng et al. 1996).

In our study, vitamin E induced a significant increase in lym-
phocyte proliferation with a concomitant increase in IL-2 secre-
tion in both elderly and young subjects. IL-4 levels were increased
in young subjects, while they remained unaffected in the elderly
after vitamin E addition. Nevertheless, the IL-2/IL-4 ratio was sig-
nificantly increased in the presence of vitamin E in both aged and
young lymphocytes. Vitamin E appeared to have generated a Th1-
like phenotype. Our findings were in agreement with clinical
trials showing that vitamin E supplementation increased IL-2 pro-
duction in healthy elderly individuals (Meydani et al. 1998), and
other studies showing an increase of IL-2 production in aged mice
(Adolfsson et al. 2001). Among antioxidants, vitamin E has been
the most extensively studied with regard to immunostimulatory
effects. It has been demonstrated that vitamin E regulates the
production of cytokines through its effect on transcription factors
that are regulated by redox status and by influencing PGE2 syn-
thesis, which plays a key role in the Th1 response and regulation
of proinflammatory cytokines (Han and Meydani 2000). These ef-
fects of vitamins C and E on immune function could be related to
their functions as modulators of several signal transduction en-
zymes, such as protein kinases, phosphatases, transcription fac-
tor nuclear factor kappa B activity, and modulators of cytokine
signal transduction pathways (Carcamo et al. 2004; Manning et al.
2013; Mocchegiani et al. 2014; Zingg 2015).

NADH is known to be important to restore depleted cellular
stores of adenosine triphosphate (ATP) (Forsyth et al. 1999). Our
study showed a stimulatory effect of NADH on lymphocyte prolif-
eration, with a significant increase in IL-4 levels, without affecting
IL-2 levels in both aged and young men and women. NADH appeared
to have generated a Th2-like phenotype. Stimulatory effects of NADH
on cell growth seemed to be related to increasing cellular ATP regen-
eration, since ATP plays a key role in cell proliferation, and T-cells
require high levels of NADH (Delmastro-Greenwood and Piganelli
2013). NADH has been also shown to inhibit apoptosis and to main-
tain cell viability by inducing autocrine production of IL-4 in cell
culture (Palaga et al. 2004). Indeed, it has been demonstrated that
NADH diminished apoptosis in irradiated cells (Liu and Zhang
2003).

Our results showed that vitamins C and E modulated lympho-
cyte oxidant/antioxidant status in both aged and young subjects.
However, no change in intracellular redox status was observed in
the presence of vitamin A in the 2 groups, while NADH had ben-
eficial effects only in the elderly groups. Vitamins C and E are
known antioxidants and are able to scavenge free radicals. The
previously reported pro-oxidant effects of vitamin A were not
observed in our study (De Oliveira 2015; Murata and Kawanishi
2000).

In the current study, treatment of lymphocytes with vitamins C
and E induced a significant increase in catalase activity, with a

concomitant decrease in MDA and carbonyl proteins in both
young and elderly subjects. Indeed, vitamins C and E enhanced
GSH contents of lymphocytes from aged men and women. Oxida-
tive stress markers were decreased by vitamins C and E, following
an enhancement of intracellular antioxidant defense. These find-
ings suggest an upregulation of the enzymes responsible for GSH
production and recuperation of extracellular GSH, with a resul-
tant increase in intracellular levels of GSH in lymphocytes ex-
posed to vitamins C and E in aged subjects. It was clear that the
oxidant/antioxidant status of T-lymphocytes from older men and
women were more sensitive to the presence of vitamins than those
from young controls. It is important to note that in the presence of
these 2 vitamins, the oxidant/fantioxidant status of lymphocytes
from aged subjects was normalized to that of young subjects. Our
findings were in agreement with earlier reports on the antioxi-
dant power of vitamins C and E (Guaiquil et al. 2001; Traber and
Atkinson 2007). Our results also confirmed previous findings showing
that vitamins C and E can modulate cell-mediated immunity and
reduce oxidative stress in lymphocytes (Lee and Wan 2000; Guaiquil
et al. 2001).

In our study, NADH had no effects on the redox status of lym-
phocytes from young subjects, while modulating it in aged lym-
phocytes. In the presence of NADH, lymphocyte GSH levels and
catalase activity were enhanced, while MDA and carbonyl pro-
teins were reduced in the elderly, reflecting a diminution in intra-
cellular oxidative stress. Multiple studies have implicated NADH
as an antioxidant (Olek et al. 2004). Recently, Cao et al. (2016)
demonstrated that in vitro treatment of PC12 cells with 1 mmol/L
of NADH induced an increase in the levels of nuclear Nrf2, cata-
lase activity, and total glutathione by acting on sirtuins (SIRT2).

Taken together, our results show that except for retinoic acid,
aged-lymphocyte proliferation is restored in the presence of vita-
mins C and E and NADH. However, vitamins alone were not as
efficient in maintaining the Th1/Th2 balance in the elderly as
compared with young subjects. A combination of vitamins with
other bioactive compounds from food sources could be a good
approach to mitigate oxidative stress and to maintain immune
homeostasis during aging, similar to recent reports indicating
beneficial effects of vitamins combined with other nutrients (min-
erals, fibers, omega-3 fatty acids) to enhance immunity (Bo et al.
2016; Castillo et al. 2015; Hermsdorff et al. 2012).

In summary, the present study shows that the proliferation rate
of T-lymphocytes was decreased with aging, resulting from alter-
ations in cytokine secretion, GSH depletion, and intracellular
oxidative stress. Our results from this in vitro study demonstrate
that at physiologic concentrations, vitamins C and E and NADH
improved T-lymphocyte immune response and mitigated cellular
oxidative stress in the elderly. These could be promising agents
(especially vitamin C and E, because of the resulting lymphocyte
profile) for the prevention of age-related immune alterations.
In contrast, vitamin A at the tested concentration did not affect
lymphocytes proliferation or cell redox status in this population.
Further investigation is required to assess in vivo immunomodu-
latory effects of vitamin supplementation in the elderly, although
the concentration used for human consumption should be chosen
with caution.
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Résumé

Le vieillissement est un événement biologique inévitable, associé a des altérations du systeme immunitaire. La
supplémentation en nutriments pourrait améliorer ces anomalies. Le but de cette étude est d’établir des stratégies
alimentaires simples afin d’améliorer la santé et la réponse immunitaire des personnes agées. 50 personnes agées (age
supérieur a 65 ans) et 80 personnes jeunes (age compris entre 25 et 35 ans) sont sélectionnées dans la région Tlemcen.
L’état nutritionnel est évalué en utilisant I’IMC, les scores MNA, SNAQ et dosage d’albumine plasmatique. Les parametres
biochimiques et métaboliques sont dosés par des kits colorimétriques et/ou enzymatiques. Le stress oxydant est évalué dans
le lysat érythrocytaire en dosant le glutathion réduit (GSH), le malondialdéhyde (MDA), les protéines carbonylées (PC) et la
catalase. Les lymphocytes du sang périphérique sont isolés en utilisant un gradient de densité d'Histopaque. Ils sont cultivés
in vitro et stimulés par la Con A, en présence ou en absence de vitamines et des huiles. La prolifération cellulaire est
déterminée par le test MTT et la sécrétion de l'interleukine-2 et de l'interleukine -4 est quantifiée par kit Elisa. Le statut
oxydant / antioxydant intra-lymphocytaire était aussi déterminé. Nos résultats obtenus du score MNA montrent que 44 % des
hommes agés et 52% des femmes agées ont un risque de malnutrition. Ces sujets présentent des altérations métaboliques et
un stress oxydant évident. Le taux de prolifération des lymphocytes T est diminué avec I’age résultant de l'altération de la
sécrétion des cytokines, de la diminution du GSH et du stress oxydatif intracellulaire. Chez les personnes agées, la vitamine
C, E et le NADH, I’huile de nigelle améliorent de maniére significative la prolifération des lymphocytes et le pouvoir
antioxydant cellulaire, tandis que la vitamine A, les huiles de tournesol et de noix n'ont pas d'incidence sur la prolifération
cellulaire ni sur I’état redox cellulaire dans cette population. Par contre, I’huile de lin diminue la prolifération lymphocytaire
aussi bien chez les agés que chez les jeunes. En conclusion, le traitement in vitro des lymphocytes par les vitamines et I’huile
de nigelle améliore la réponse immunitaire chez les personnes agées et peuvent étre utiles dans la prévention des altérations
immunitaires liées a I'age.

Mots Clés: vieillissement, lymphocytes, nutrition, cytokines, stress oxydant.

Abstract

Aging is an inevitable biological event, associated with immune alterations, oxidative stress and malnutrition. Nutrient
supplementation could improve these abnormalities. The purpose of this study is to establish simple dietary strategies to
improve the health and immune response in the elderly. 50 old subjects (age over 65 years) and 80 young men and women
(age between 25 and 35 years) were selected in Tlemcen area. The nutritional status was assessed by using BMI, MNA,
SNAQ scores and plasma albumin assay. The biochemical and metabolic parameters were assayed by colorimetric and / or
enzymatic kits. The oxidative stress was evaluated in the erythrocyte lysate by assaying reduced glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA), carbonyl proteins (CP) and catalase. Peripheral blood lymphocytes were isolated using histopaque
density gradient. They were cultured in vitro and stimulated by Con A, in the presence or absence of vitamins and oils. Cell
proliferation was determined by the MTT assay. Secretion of interleukin-2 and interleukin-4 was quantified by Elisa kit. The
intra-lymphocyte redox status was also determined. Our results obtained from the MNA score show that 44% of elderly men
and 52% of elderly women have a risk of malnutrition. These subjects exhibit metabolic alterations and oxidative stress. The
rate of proliferation of T lymphocytes is decreased with age resulting from altered cytokine secretion, decreased GSH and
intracellular oxidative stress. In the elderly, vitamin C, E, NADH, and Nigel oil significantly improve lymphocyte
proliferation and cellular antioxidant power, while vitamin A, sunflower and walnut oils do not affect cell proliferation and
the cellular redox status in this population. On the other hand, linseed oil decreases lymphocyte proliferation in both the
elderly and the young. In conclusion, the in vitro treatment of lymphocytes with vitamins and Nigel oil improves the immune
response in the elderly and may be useful in preventing age-related immune alterations.

Keywords: aging, lymphocytes, nutrition, cytokines, oxidative stress.
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