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A. Physiologie de l’œil 

A.1. Anatomie générale de l’œil  

L’œil est l’organe de la vision, il permet la transformation d’un signal lumineux en signal 

nerveux ainsi que sa transmission au cerveau par le nerf optique. Chez l'homme, l'œil a un 

diamètre d'environ 25 mm et pèse environ 7 grammes (Kels et al., 2015). Il est composé de trois 

tuniques renfermant trois milieux transparents et forme ainsi une lentille convergente (Figure 

1) :   

• La tunique externe est composée de la sclère et de la cornée. 

o La sclère recouvre la majorité de l’œil (4/5). C’est une tunique fibreuse 

composée de collagène dense lui permettant de contenir la pression interne de 

l’œil et de conférer sa forme plutôt ronde au globe oculaire ainsi que de le 

protéger des lésions mécaniques externes. Peu innervée et vascularisée, elle est 

cependant traversée à l’arrière par le nerf optique, et latéralement par des 

vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des nerfs. Elle permet l’ancrage 

des muscles oculomoteurs sur le globe oculaire et ainsi permet la mobilité de ce 

dernier. La partie antérieure de la sclère est recouverte d’une fine couche de 

mucus (conjonctive) composée de cellules caliciformes produisant du mucus 

participant à la sécrétion du liquide lacrymal. La conjonctive recouvre la face 

interne des paupières et s’étend jusqu’au bord de la cornée (Snell and Lemp, 

2013).  

o La cornée recouvre la partie centrale de l’œil (1/5). Sa structure non innervée et 

transparente permet la transmission de la lumière à l’intérieur de l’œil et ainsi 

constitue le premier élément réfractif de l’œil (DelMonte and Kim, 2011).  

• L’uvée, tunique moyenne, composée de l’iris, des corps ciliaires et de la choroïde.  

o L’iris est composé de fibres pigmentées qui confèrent sa couleur à l’œil. Il 

entoure la pupille et régule son ouverture par l’intermédiaire du sphincter de 

l’iris afin d’ajuster la quantité de lumière entrante dans l’œil (McDougal and 

Gamlin, 2015). L’iris est relié à la choroïde par les corps ciliaires.  

o Les corps ciliaires assurent à la fois la jonction entre l’iris et la choroïde, ainsi 

que la sécrétion de l’humeur aqueuse. Ils contiennent les muscles ciliaires 
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permettant de changer la forme du cristallin afin de focaliser la lumière sur la 

rétine et de faire la mise au point de la vision (Warjri and Senthil, 2022).   

o La choroïde est située entre la sclère et l’intérieur de l’œil. Elle assure la 

nutrition des parties de l’œil qui sont peu vascularisées telles que l’iris et les 

photorécepteurs. De plus, elle bloque la majorité des rayons lumineux, ce qui 

protège l’intérieur de l’œil et permet de maintenir ce dernier en chambre noire 

(Nickla and Wallman, 2010).  

• La tunique interne ou rétine est composée du tissu nerveux.  

o La rétine recouvre la surface interne de l’œil. Elle est composée de 

photorécepteurs capables de capter les rayons lumineux et de les transformer 

en signal nerveux afin de les transmettre au cerveau grâce au nerf optique. Le 

corps vitré, localisé entre le cristallin et la rétine, permet le maintien de cette 

dernière contre les parois de l’œil. Le corps vitré, avec le cristallin et l’humeur 

aqueuse, forme une lentille convergente qui focalise la lumière sur la zone 

centrale de la rétine appelée macula. La macula présente en son centre une 

légère dépression d’un demi-millimètre, la fovéa (Jackson et al., 2002). Du fait 

d’une concentration élevée en photorécepteurs, la fovéa est la zone où l’acuité 

visuelle est à son maximum, c’est cette zone qui permet la vision la plus précise 

en éclairage diurne.  
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Figure 1. Anatomie générale de l'œil 

Coupe sagittale schématique de l’œil humain montrant la disposition des trois tuniques principales : 
tunique externe (sclère et cornée), l’uvée (iris, corps ciliaires et choroïde) et la tunique interne (rétine) 

ainsi que les trois milieux transparents, l’humeur aqueuse, le cristallin et l’humeur vitrée.

A.2. La rétine 
A.2.1. Anatomie

La rétine assure la première étape de la vision (Behar-Cohen et al., 2009; von Hanno et al., 

2017). Elle s’organise en couches de noyaux cellulaires et de couches cellulaires. Ces dernières 

s’alternent avec des couches plexiformes formées par des synapses et les prolongements de 

cellules gliales (Figure 2). 

La couche la plus interne de la rétine est la membrane limitante interne, elle sépare 

l’humeur vitrée de la rétine. Elle est constituée de la partie proximale des cellules de Müller 

(pieds) qui participent au maintien de l’homéostasie rétinienne (Bringmann et al., 2006). La 

seconde couche, la couche de fibres optiques rétiniennes, est composée des prolongements 

des cellules de Müller, des astrocytes ainsi que des axones des cellules ganglionnaires. Les 

noyaux de ces dernières forment la couche granuleuse interne (couche ganglionnaire). À

l’arrière de l’œil, les axones des cellules ganglionnaires se rejoignent afin de former le nerf 

optique et permettent ainsi la transmission du signal nerveux au cerveau (Selhorst and Chen, 

2009). Les cellules ganglionnaires vont former des synapses avec les cellules bipolaires et 

amacrines ce qui va former la couche plexiforme interne. Le corps des cellules horizontales, 
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des cellules amacrines et des cellules bipolaires forment la couche granuleuse moyenne 

(couche nucléaire interne). Ces dernières fonctionnent comme des canaux permettant la 

transmission de l’information entre les photorécepteurs et les cellules ganglionnaires (Demb 

et al., 2001). Les cellules horizontales jouent quant à elle un rôle de régulation en formant des 

synapses avec à la fois les photorécepteurs et les cellules bipolaires. Ces synapses permettent 

une régulation latérale de l’influx nerveux provenant afin d’éliminer tous les signaux superflus 

favorisant ainsi le contraste des images (Boije et al., 2016). Les synapses entre les projections 

des photorécepteurs, des cellules bipolaires et des cellules horizontales se situent dans la 

couche plexiforme externe. Le corps des photorécepteurs forme la couche granuleuse 

externe. L’interaction des photorécepteurs avec les cellules de Müller va créer des jonctions et 

ainsi former la membrane limitante externe. Cette membrane composée de jonctions 

adhérentes et serrées joue un rôle de barrière hématorétinienne (BHR) en permettant les 

interactions entre les cellules tout en bloquant la diffusion de grosses molécules (<100 kDa) 

(Cunha-Vaz et al., 2011). Les segments internes et externes des photorécepteurs forment la 

couche des photorécepteurs. Le segment externe des photorécepteurs est quant à lui juxtaposé 

aux cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien qui forment la dernière couche de la rétine 

(Nguyen et al., 2023). 
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Figure 2. Anatomie de la rétine : schéma illustrant les différentes couches histologiques 
La rétine est composée de 10 couches distinctes qui comprennent des noyaux cellulaires ainsi que des 
couches cellulaires alternant avec des couches plexiformes contenant des synapses et les 
prolongements cellulaires. La rétine est positionnée sur la choroïde dont elle est séparée par la 
membrane de Bruch. (Adapté de Akhtar-Schäfer et al., 2018; Graw, 2010). 

A.2.2. Les photorécepteurs

Les photorécepteurs, les cônes et les bâtonnets sont des cellules neurosensorielles, leur 

principale fonction est de capter un signal lumineux (photon) et de le transformer en signal 

électrique. Ils possèdent une organisation commune qui se décompose en quatre régions : 

• La terminaison synaptique qui permet la transmission du signal électrique aux 

cellules bipolaires via une synapse. 

• Le corps cellulaire contenant les noyaux des photorécepteurs. 
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• Le segment interne composé de différents organites cellulaires et notamment des 

mitochondries soutenant l’activité métabolique élevée des photorécepteurs. 

•  Le segment externe contenant les pigments visuels sensibles à la lumière.  

 

A.2.2.1. Les cônes 

  Les cônes sont impliqués dans la vision de jour en couleur. Ils sont peu sensibles à la 

lumière cependant chaque cône transmet l’information électrique à plusieurs fibres optiques. 

Cela leur permet de ne pas être saturés par une trop forte intensité lumineuse et de transmettre 

un signal électrique important lors d’un éclairage diurne.  

La vision en couleur est obtenue grâce à la diversité des pigments de la famille des opsines 

retrouvée dans les cônes. Chez l’homme, il existe trois types de pigments, l’érythropsine 

sensible au rouge (cônes L, absorption maximale λ = 560 nm), la chloropsine sensible au vert 

(cônes M, absorption maximale λ = 530 nm) et la cyanopsine sensible au bleu (cônes S, 

absorption maximale λ = 430 nm). Ces pigments confèrent aux cônes une sensibilité à la 

couleur.  

Les cônes sont répartis de manière inégale au sein de la rétine. Leur concentration est à son 

maximum au niveau de la fovéa (150 000/mm²) puis diminue à la périphérie (5 000/mm²) au-

delà de 20° d’excentricité (Figure 3) (Curcio et al., 1990; Zouache, 2022). De plus, au niveau de 

la fovéa, de par l’absence des couches supérieures de la rétine, les cônes ont directement accès 

au signal lumineux. Cette organisation permet d’obtenir une acuité visuelle de très haute 

définition et en couleur au centre de la vision.   
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Figure 3. Répartition des cônes et des bâtonnets sur la rétine  

En haut, représentation schématique des degrés d’excentricité de l’œil. En bas, histogramme de la 

répartition des cônes et des bâtonnets en fonction du degré d’excentricité sur la rétine. Adapté de 

Sawadogo, 2023; Zouache, 2022.  

 

A.2.2.2. Les bâtonnets 

Les bâtonnets sont à l’origine de la vision périphérique et nocturne. Ne possédant qu’un 

seul pigment visuel, la rhodopsine, ils confèrent une vision achromatique. La rhodopsine est 

très sensible à la lumière ce qui permet la vision nocturne. En revanche, lorsque le signal 

lumineux est trop intense, les bâtonnets vont être saturés et ne pourront pas transmettre de 

signaux visuels. Par conséquent, ils ne peuvent pas être utilisés pour une vision diurne.   

Les bâtonnets sont répartis de manière inégale sur la rétine (Figure 3) (Curcio et al., 1990; 

Zouache, 2022). Leur répartition permet l’acquisition d’une vision périphérique. Cependant, 

cette vision est moins précise que celles fournies par les cônes. En effet, plusieurs bâtonnets 

ne sont reliés qu’à une seule fibre optique, ce qui limite leur capacité à distinguer les détails.  
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A.2.2.3. La phototransduction 

La phototransduction est un processus permettant de transformer l’énergie lumineuse 

(photon) en un signal électrique interprétable par le cerveau (Fu, 1995). Les deux catégories 

de photorécepteurs, les cônes et les bâtonnets possèdent des pigments différents, les 

iodopsines et la rhodopsine. Ces pigments ont une composition similaire, ils sont constitués 

d’un chromophore, le 11-cis-rétinal, et d’une opsine (protéine transmembranaire).  

- Le 11-cis-rétinal est synthétisé à partir de la vitamine A (ou rétinol) d’origine animale 

ou du β-carotène d’origine végétale. Un signal lumineux va induire son isomérisation 

permettant la conversion du signal lumineux en signal nerveux.  

- Les opsines sont des protéines constituées d’une chaîne polypeptidique qui s’enroule 

sur elle-même pour former sept hélices α transmembranaires. Il existe différentes 

opsines, chacune ayant une composition en acide aminé distincte. Dans les cônes on 

retrouve trois types d’opsines avec une composition proche, mais qui présentent une 

sensibilité différente selon les longueurs d’onde. En revanche, l’opsine présente dans 

les bâtonnets a une composition très différente que celle présente dans les cônes. Elle 

se distingue par une très forte sensibilité à la lumière et ce peu importe les longueurs 

d’onde (Terakita, 2005).  

Les iodospines et la rhodopsine possèdent un mécanisme d’action identique. Tout d’abord, 

l’absorption d’un photon induit l’isomérisation du 11-cis-rétinal en tout-trans-rétinal. Ce 

changement de conformation induit la dissociation de la liaison rétinal/opsine ce qui provoque 

une cascade de réactions biochimiques induisant une modification de la concentration ionique 

intracellulaire. Les canaux membranaires GMPc (Guanosine MonoPhosphate cytoplasmique) 

des photorécepteurs répondent à ce changement de concentration en modifiant l’influx d’ions 

calcium (Ca2+) et sodium (Na+) à travers la membrane entraînant une hyperpolarisation des 

photorécepteurs au niveau des synapses.  

La vision à faible intensité lumineuse, à l’obscurité, est rendue possible grâce à la forte 

sensibilité des bâtonnets. Leurs canaux membranaires sont constamment ouverts, entraînant 

une dépolarisation constante. Ces canaux vont se refermer lors de l’activation de la cascade 

moléculaire engendrée par l’isomérisation du 11-cis-rétinal en tout-trans-rétinal et ainsi induire 

une hyperpolarisation des photorécepteurs.   
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Les photorécepteurs ne sont pas capables d’isomériser à nouveau le tout-trans-rétinal en 11-

cis-rétinal. Ce processus va être assuré par les cellules de l’épithélium rétinien pigmentaire 

(EPR).  

 

A.2.3. L’épithélium pigmentaire rétinien  
A.2.3.1. Organisation  

 L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) est formé par une couche cellulaire 

monostratifiée située entre la choroïde et la rétine. Elle repose, du côté basolatéral, sur la 

membrane de Bruch et est en contact avec les photorécepteurs du côté apical. Les cellules de 

l’EPR sont polarisées, elles possèdent, du côté basolatéral, leur noyau ainsi que leurs 

mitochondries et du côté apical des extensions du réticulum endoplasmique lisse et rugueux, 

des mélanosomes, des phagosomes, des liposomes et ainsi que des granules de lipofuscine 

dérivées des déchets de la phagocytose. La membrane des cellules est également polarisée. La 

membrane basolatérale est caractérisée par de nombreuses invaginations courtes qui 

permettent d’augmenter la surface d’échange entre les cellules de l’EPR et la membrane de 

Bruch. La membrane au pôle apical possède deux types de microvillosités : de longues 

microvillosités permettant d’augmenter la surface d’échange entre les cellules de l’EPR et les 

photorécepteurs, ainsi que des microvillosités courtes impliquées dans la phagocytose. L’EPR 

joue un rôle crucial au sein de la rétine tant dans le maintien de l’intégrité structurelle que dans 

l’intégrité fonctionnelle des photorécepteurs. Les cellules de l’EPR réalisent plusieurs 

fonctions essentielles à la vision.  
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Figure 4. Représentation schématique des cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR)

Les cellules de l’EPR sont impliquées dans divers mécanismes permettant le maintien de la rétine : 
elles permettent le transport de molécules via divers transporteurs (aquaporine-1, transporteur du
glucose et transporteur de type monocarboxylate). Elles phagocytent l’extrémité des photorécepteurs. 

Les déchets de la digestion complète de ces dernières sont recyclés tandis que les produits de la 
digestion incomplète sont stockés sous forme de lipofuscine. Les cellules de l’EPR isomérisent le tout-
trans-rétinal en 11-cis-rétinol puis en 11-cis-rétinal et le redonnent aux photorécepteurs à l’aide de 

l’interphotorecptor retinoid binding protein. Les jonctions serrées et adhérentes entre les cellules de l’EPR 

forment une barrière hématorétinienne. 
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A.2.3.2. Cycle visuel 

L’épithélium pigmentaire rétinien joue un rôle crucial dans le cycle visuel. En effet, lors de 

l’acquisition du signal visuel, les photorécepteurs (cônes et bâtonnets) captent un photon ce 

qui induit le changement de conformation du 11-cis-rétinal en tout-trans-rétinal. Ne possédant 

pas de cis-trans isomérase, les photorécepteurs ont besoin des cellules de l’EPR pour reformer 

du 11-cis-rétinal.  

Le cycle visuel du rétinal dans les cellules de l’EPR permet d’isomériser le tout-trans-rétinal 

en 11-cis-rétinal. Pour cela, le tout-trans-rétinal est transformé par une déshydrogénase dans 

les photorécepteurs en tout-trans-rétinol. Ensuite, le tout-trans-rétinol est pris en charge par 

une protéine cargo IRBP (interphotoreceptor retinoid-binding protein) afin d’être transporté à 

travers la matrice inter-photorécepteur et de rentrer dans les cellules de l’EPR (Jin et al., 2009). 

Le tout-trans-rétinol peut ainsi être isomérisé à nouveau en 11-cis-rétinol grâce à 

l’isomérase RPE65 (retinal pigment epithelium-specific protein 65) présente dans le 

cytoplasme des cellules de l’EPR pour ensuite être oxydé en 11-cis-rétinal (Kaushik et al., 2023; 

Moiseyev et al., 2005). Pour finir, le 11-cis-rétinal est pris en charge par la protéine cargo IRBP 

afin de retourner dans les photorécepteurs (Figure 4).  

 

A.2.3.3. Transport transépithélial 

L’épithélium pigmentaire rétinien réalise le transport transépithélial de l’eau, des 

nutriments ainsi que des ions entre les photorécepteurs et la choroïde. En effet, les 

photorécepteurs, de par leur haute activité métabolique, sont à l’origine de l’augmentation du 

volume d’eau au sein de l’œil. La pression oculaire ainsi que les cellules gliales de Müller 

permettent de diriger l’eau vers le fond de l’œil. Les jonctions serrées de l’EPR ne permettant 

pas l’élimination de l’eau par voie para-cellulaire, des canaux (aquaporines-1) sont présents 

dans les membranes apicales et basolatérales des cellules de l’EPR favorisant ainsi son 

élimination (Stamer et al., 2003). Du côté apical de l’EPR, une Na+-K+-ATPase permet l’apport 

d’énergie nécessaire au transport transépithélial et ainsi de créer un gradient ionique 

favorisant le passage de plusieurs ions (ions chlore et potassium) et d’eau de la rétine à la 

choroïde. L’EPR est aussi essentiel dans l’élimination des déchets produits par les 

photorécepteurs tels que le lactate grâce aux monocarboxylate transporter 1 (MCT-1) au pôle 

apical et MCT-3 au pôle basolatéral (Bonilha et al., 2020; Philp et al., 2003). De plus, l’EPR 
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permet l’approvisionnement en nutriments des photorécepteurs notamment par le transport 

du glucose par les glucose transporter 1 et 3  (GLUT1 et GLUT3) (Ban and Rizzolo, 2000; Samra 

et al., 2023) (Figure 4).   

 

A.2.3.4. Phagocytose 

La phagocytose des photorécepteurs par l’EPR permet le renouvellement des segments 

externes des photorécepteurs et limite le stress oxydant généré par les photons. Chaque cellule 

de l’EPR interagit avec 20 à 30 photorécepteurs (Yang et al., 2021; Young, 1971). La taille des 

photorécepteurs est constante due à leur dégradation par phagocytose de leur partie distale 

et de leur croissance par la partie proximale (Boesze-Battaglia and Goldberg, 2002; Young, 

1971). La phagocytose est un processus diurne qui comprend trois récepteurs. Dans un 

premier temps, la liaison entre l’EPR et les photorécepteurs est réalisée par l’intégrine αVβ5 

et déclenche une cascade de signalisation entrainant l’activation du récepteur tyrosine kinase 

MerTK (c-Mer Proto-Oncogene Tyrosine Kinase). L’activation de ce dernier permet 

d’augmenter la concentration calcique intracellulaire et ainsi mène à l’activation du 

récepteur CD36. Ce dernier va ensuite adresser un signal afin d’internaliser les débris externes 

par les phagosomes et les mener aux lysosomes où ils vont être digérés (Figure 4).  

Lors de la phagocytose, certaines molécules nécessaires aux photorécepteurs sont recyclées 

comme le 11-cis-rétinal tandis que d’autres sont entièrement digérées et éliminées dans le sang 

via la choroïde comme les opsines. Certaines molécules, ne pouvant pas être totalement 

digérées, restent piégées dans les cellules du EPR sous forme de granules de lipofuscine 

(Figure 4). Ces granules sont composés de résidus issus de la digestion incomplète de lipides, 

de protéines et de molécules photo-réactives. Ces résidus peuvent engendrer un stress oxydant 

et donc être photo-toxique (Manley et al., 2023; Sparrow and Boulton, 2005). Lors du 

vieillissement, les granules de lipofuscine s’accumulent dans les cellules de l’EPR et peuvent 

induire certaines pathologies oculaires tels que la dégénérescence maculaire liée à l’âge 

(DMLA).  
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A.2.3.5. Fonction anti-oxydante de l’EPR 

L’œil est un environnement propice à la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) 

de par son exposition à la lumière et sa grande consommation d’oxygène, et aussi par la 

présence de molécules photosensibles (opsines, lipofuscine…) et d’acides gras poly-insaturés 

facilement oxydables. De plus, des ERO peuvent aussi être produites lors de certains processus 

physiologiques tels que la phagocytose.  

Afin de protéger l’œil de la photo-oxydation, les cellules de l’EPR produisent et stockent des 

pigments, de la mélanine, sous forme de granules fusiformes appelées mélanosomes (Figure 

4). La mélanine permet d’absorber l’excès de photons et ainsi limiter la lumière réfléchie au 

sein de l’œil.  

De plus, les cellules de l’EPR possèdent des enzymes anti-oxydantes capables d’inactiver 

les radicaux libres tels que les superoxydes dismutases (SOD) (Hashizume et al., 2008, p. 1), la 

catalase, le glutathion réduit (GSH) et l’hème oxygénase 1 (HO-1) (Kensler et al., 2007). Les 

cellules de l’EPR synthétisent aussi de nombreuses molécules détoxifiantes, des caroténoïdes 

(lutéine, zéaxanthine, β carotène, vitamine, …) (Plafker et al., 2012). Ensemble, ces défenses 

permettent de neutraliser le stress oxydant et ainsi de restaurer l’homéostasie redox au sein de 

la rétine.  

 

A.2.3.6. Maintien de l’environnement rétinien 

Les cellules de l’EPR sont en liaison constante avec leur environnement grâce à des protéines 

de surfaces telles que les intégrines mais elles sont aussi capables de sécréter des facteurs de 

croissance. En effet, l’EPR est connu pour produire et sécréter des facteurs impliqués dans le 

maintien de l’intégrité de la rétine ainsi que de la choroïde. Dans un œil sain, les cellules de 

l’EPR sécrètent le pigment epithelium-derived factor (PEDF) qui permet le maintien de la rétine 

et de la choroïde de deux manières. Premièrement, il a une action neuroprotectrice qui limite 

l’apoptose des neurones, notamment due à l’hypoxie. Deuxièmement, le PEDF a une action 

anti-angiogénique qui permet de réguler la prolifération des cellules endothéliales et de 

stabiliser la choroïde. Par ailleurs, les cellules de l’EPR sécrètent le Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) qui est surtout impliqué dans le développement embryonnaire. Cependant, il 

est aussi sécrété faiblement, mais de manière constante chez l’adulte afin de stabiliser la 

choroïde et de protéger les cellules de l’endothélium contre l’apoptose (Imanishi et al., 2023). 
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De plus, le VEGF joue un rôle prépondérant dans la stabilisation de la fenestration de 

l’endothélium et ainsi régule les échanges entre la rétine et la choroïde. Ces deux facteurs de 

croissance, le VEGF et le PEDF sont sécrétés aux pôles opposés de l’EPR. Le PEDF est sécrété 

au pôle apical et ainsi protège les photorécepteurs tandis que le VEGF est sécrété au pôle 

basolatéral afin d’agir sur la choroïde.  

 

A.2.3.7. EPR et immunité 

Les cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien forment un épithélium jointif et étanche 

participant à la formation de la barrière hématorétinienne (BHR). Cette barrière permet 

d’isoler la rétine des cellules immunitaires présentes dans les vaisseaux sanguins de la 

choroïde et ainsi participe au privilège immun de l’œil. En effet, l’œil fait partie des rares 

organes qui bénéficient d’un statut immunitaire privilégié qui permet de limiter les 

dommages liés à l’inflammation afin de conserver leurs fonctions principales (la vision pour 

l’œil) (Pescarmona et al., 2023).   

 Les cellules de l’EPR possèdent aussi des fonctions immunosuppressives. En effet, dans un 

œil sain, les cellules de l’EPR sécrètent des facteurs médiateurs du système immunitaire tel 

que des interleukines, le facteur H du complément ou des protéines 

chimiotactiques monocytaire-1 (MCP1). De plus, les cellules de l’EPR possèdent à leur surface 

des récepteurs tels que les récepteurs du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), les 

récepteurs du TNF-α (tumor necrosis factor α), les récepteurs Fas ligand ou encore les 

récepteurs toll-like. L’activation de ces récepteurs entraîne la sécrétion des cascades de 

signalisation menant à la sécrétion d’interleukines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 et l’IL-

8 ainsi que la sécrétion du facteur MCP-1 permettant ainsi le recrutement de la microglie ou 

des cellules immunitaires présentes au niveau de la choroïde (Austin et al., 2009; Taylor et al., 

2021).  

 

A.2.4. Les réseaux vasculaires de la rétine 

La rétine est irriguée via deux systèmes vasculaires distincts : le réseau rétinien assure la 

vascularisation directe des couches rétiniennes internes et le réseau choroïdien assure la 

vascularisation indirecte de la rétine (Figure 5).  
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 Le réseau vasculaire rétinien, localisé dans la couche des fibres optiques, est constitué de 

capillaires rétiniens issus de l’artère centrale (Figure 5). Il fournit l’apport en besoins 

métaboliques des couches internes de la rétine. Il est formé par des cellules endothéliales 

à jonctions serrées formant une barrière hématorétinienne interne (BHR).  

 Le réseau vasculaire choroïdien, localisé sous l’EPR, est constitué d’un ensemble de 

capillaires (choriocapillaires) (Figure 5). Les choriocapillaires sont formés d’une couche de 

cellules endothéliales à jonctions serrées possédant de larges fenestrations favorisant le 

passage de macromolécules et de protéines jusqu’à l’EPR via la membrane de Bruch. 

L’ouverture de ces fenestrations est régulée par le VEGF, lequel est principalement sécrété 

par les cellules de l’EPR permettant le passage des nutriments de la choroïde aux 

photorécepteurs. Lors du vieillissement, la membrane de Bruch s’épaissit ce qui perturbe 

les échanges entre la choroïde et l’EPR, en empêchant notamment l’élimination de certains 

déchets pouvant engendrer une cytotoxicité pour la rétine.  

Figure 5. Représentation schématique des réseaux vasculaires de la rétine 

Le réseau vasculaire rétinien se situe dans la partie extérieure de la rétine tandis que le réseau 

vasculaire choroïdien est juxtaposé à la membrane de Bruch, sur la partie la plus interne de la rétine. 
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Adapté de Akhtar-Schäfer et al., 2018 et Jampol et al., 2020. (La description de l’anatomie de la rétine 

est décrite figure 2.)  

 

B. La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) 

B.1. Généralité/épidémiologie  

La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) est la première cause de handicap visuel 

chez les personnes âgées de plus de cinquante ans dans les pays industrialisés (Deng et al., 

2021; Wong et al., 2014). En France, d’après la Haute Autorité de Santé (HAS), la DMLA touche 

8 % de la population française en 2022 et sa prévalence augmente fortement avec l’âge 

(Tableau 1) : 

Tableau 1. Prévalence de la DMLA en fonction de l’âge 

Âge 
50-55 ans 65-75 ans Plus de 75 ans 

Prévalence 1 % 10 % 25-30 % 

 

Décrite pour la première fois en 1874, la DMLA connait une prévalence croissante en raison 

du vieillissement de la population mondiale. Ce phénomène s’accélère rapidement et ainsi 

pose un défi majeur en matière de santé publique. En effet, le nombre de personnes âgées de 

65 ans et plus dans le monde passera de 771 millions en 2019 à 1,6 milliard d'ici 2050 (United 

Nations, 2022). En France, on estime qu'en 2070, les personnes âgées de 65 ans et plus 

représenteront 28,7 % de la population, contre 20,5 % en 2020 (Institut national de la statistique 

et des études économiques (INSEE), projection de population 2013-2070). Par conséquent, avec 

le vieillissement croissant de la population, il est également prévu que la prévalence de la 

DMLA augmente. 

  

B.1.1. Symptômes 

Le principal symptôme de la DMLA est une perte progressive de la vision centrale avec un 

maintien de la vision périphérique. Dans un premier temps, elle peut se développer de 

manière unilatérale, c’est-à-dire qu’elle n’affecte qu’un seul œil. Puis, elle peut progresser et 

atteindre le second œil (atteinte bilatérale).   
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Les premiers symptômes sont souvent subjectifs et discrets, ce qui retarde le diagnostic ainsi 

que le début des traitements. Les premiers symptômes sont majoritairement une diminution 

de la perception des contrastes, une sensation d’éblouissement, une modification de la 

vision des couleurs, une gêne lors de la vision nocturne et une déformation des lignes 

(Figure 6). Par la suite, une simple baisse de l’acuité visuelle au centre de la vision est souvent 

observée avec l’apparition d’un ou plusieurs scotomes (taches sombres dans le champ visuel) 

et évolue généralement par la perte de la vision centrale. L’évolution de la maladie dépend 

fortement de sa forme clinique.

Figure 6. Illustration des dommages de la vision perçus par une personne atteinte de la DMLA 
Adapté de l’infographie de Pascal Marseaud, Les signes fonctionnels permettant d’établir un 

diagnostic de la DMLA, Haute Autorité de Santé.

B.2. Les différents types de DMLA

La DMLA est classée en trois formes cliniques : une forme précoce appelée maculopathie 

liée à l’âge (MLA) et deux formes tardives (DMLA atrophique et DMLA néovasculaire). 

B.2.1. Maculopathie lié à l’âge

La phase précoce de la maladie, maculopathie liée à l’âge (MLA) se caractérise par 

l’apparition de drusen au niveau de la macula (Figure 7). Les drusen sont constitués de dépôts

lipido-protéiques situés entre l’EPR et la membrane de Bruch. Ces dépôts s’accumulent lors de 

la phagocytose des photorécepteurs par les cellules de l’EPR. Leur élimination est de plus en 

plus difficile au cours du vieillissement ce qui entraîne leur accumulation et ainsi la formation 
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de drusen. Souvent sans influence sur l’acuité visuelle, l’observation de drusen lors d’un 

examen du fond de l’œil constitue le principal critère de diagnostic chez les patients de plus 

de 50 ans. Cet examen permet en effet de quantifier et de mesurer la taille des drusen présents 

sur la rétine. Un patient atteint de MLA va présenter de nombreux drusen de petite taille (< 

63 µm) ainsi que quelques drusen de tailles intermédiaires (compris entre 63 et 125 µm) 

(Belmouhand et al., 2022; Sarks et al., 1999). Par ailleurs, une altération de la pigmentation 

(hypo- ou hyper-pigmentation) de l’EPR peut aussi être observée (Figure 7). L’évolution de la 

MLA peut stagner au cours de la vie, mais environ 50 % des cas évoluent vers une forme 

dégénérative tardive (DMLA).  

Figure 7. Représentation schématique de la maculopathie liée à l’âge (MLA)  

EPR : épithélium pigmentaire rétinien. A gauche, représentation schématique d’une image de fond 

d’œil d’un patient atteint de MLA. A droite représentation schématique simplifiée de la rétine d’un 

patient atteint de MLA avec la présence de drusen au niveau des cellules de l’ERP. Adapté de Akhtar-

Schäfer et al., 2018 et Delmas et al., 2021; Ruan et al., 2021.  

 

B.2.2. DMLA atrophique 

La DMLA atrophique, également appelée forme « sèche », se caractérise par une 

augmentation de la fréquence et de la taille des drusen (>125 µm) suivie d’une perte 

progressive et irréversible des photorécepteurs et des cellules de l’EPR au niveau de la 

macula. Les cellules de l’EPR disparaissent par un processus d’apoptose entraînant l’altération 

des photorécepteurs. Dans un premier temps, les cellules restantes de l’EPR vont s’étaler afin 

de compenser la perte de cellules. Lorsqu’un trop grand nombre de cellules ont disparu, la 

compensation n’est plus possible, ce qui entraîne la formation d’atrophies géographiques.  
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L'évolution de cette forme de DMLA est lente et peut s'étendre sur plusieurs années. 

Initialement, de petites atrophies géographiques peuvent être observées, puis l'atrophie peut 

évoluer avec la formation de nouvelles zones ou s'étendre avec l'élargissement des zones 

d'atrophie existantes induisant un amincissement de la rétine. Aux stades les plus avancés de 

la maladie, le centre de la fovéa est atteint, entraînant une perte de la vision centrale (Figure 

8). Lors d’un examen du fond d’œil, l’amincissement de la membrane va laisser apparaître les 

vaisseaux sanguins de la choroïde (Figure 8). 

 

Figure 8. Représentation schématique de la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) 

atrophique  

A gauche, représentation schématique d’une image de fond d’œil d’un patient atteint de DMLA 

atrophique caractérisé par la présence de drusen et de zone d’atrophie géographique laissant 

apparaître les vaisseaux sanguins de la choroïde. A droite, représentation schématique simplifiée de 

la rétine d’un patient atteint de DMLA atrophique. On distingue la présence de drusen de taille 

importante ainsi que la création d’une atrophie géographique avec la perte par apoptose de 

photorécepteur et de cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR). Adapté de Akhtar-Schäfer 

et al., 2018 et Delmas et al., 2021; Ruan et al., 2021.  

 

B.2.3. DMLA néovasculaire 

La DMLA néovasculaire, également appelée forme "humide" se caractérise par la présence 

de néovaisseaux anormaux au niveau de la macula. Ces néovaisseaux proviennent de la 

choroïde et traversent la membrane de Bruch, perturbant ainsi la rétine. En raison de leur 

fragilité et de leur perméabilité, ces nouveaux vaisseaux peuvent laisser passer du sang et des 

fluides, entraînant des complications telles que des œdèmes intrarétiniens de la macula, des 

hémorragies rétiniennes et des accumulations de fluides qui désorganisent la structure de la 
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rétine (Figure 9). De plus, ces nouveaux vaisseaux contribuent au maintien d’un 

environnement pro-inflammatoire au niveau de la rétine, favorisant l’accumulation de 

macrophages au sein de la rétine. 

L'évolution de la DMLA néovasculaire est rapide. Un examen du fond d'œil permet de 

diagnostiquer rapidement cette forme de DMLA en observant les néovaisseaux vasculaires 

choroïdiens et les hémorragies. 

Figure 9. Représentation schématique de la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) 

néovasculaire 

A gauche, représentation schématique d’une image de fond d’œil d’un patient atteint de DMLA 

néovaculaire caractérisée par la présence de drusen de taille importante ainsi qu’une hémorragie 

rétinienne induite par de nouveaux vaisseaux. A droite, représentation schématique simplifiée de la 

rétine d’un patient atteint de DMLA néovasculaire.  On distingue l’accumulation de fluides induite 

par la formation de nouveaux vaisseaux. L’altération de la rétine engendre la mort par apoptose des 

cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) ainsi que des photorécepteurs. Adapté de Akhtar-

Schäfer et al., 2018 et Delmas et al., 2021; Ruan et al., 2021.  

 

B.3. Diagnostic et examen clinique 

Le diagnostic de la DMLA ainsi que la détermination du stade et de la forme de DMLA sont 

réalisés par différents tests. Dans un premier temps, une simple mesure de l’acuité visuelle 

permet de déterminer si le patient présente des signes de DMLA. Par la suite, des examens du 

fond d’œil permettent d’établir un diagnostic précis en déterminant la forme de DMLA, mais 

surtout le stade de développement de la maladie. Afin de suivre précisément l’avancée de la 

maladie, l’AREDS a créé une classification simplifiée des différentes catégories de DMLA 

(Tableau 2).  
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Tableau 2. Classification simplifiée de l’AREDS  

Catégorie 
Caractéristiques cliniques 

Catégorie 1 Aucun ou peu de drusen (< 63 µm). 

Catégorie 2 : maculopathie liée à l’âge Le patient présente un ou plusieurs des éléments suivants : 

• De nombreux petits drusen (<63 µm) 

• Quelques drusen de taille intermédiaire (63 µm > 

drusen intermédiaire < 125 µm) 

• Anomalie de l’EPR 

Catégorie 3 : DMLA modérée Le patient présente un ou plusieurs des éléments suivants : 

• De nombreux drusen de taille intermédiaires (63> 

drusen intermédiaire< 125 µm) 

• Au moins un grand drusen (> 125 µm) 

• Atrophie géographique excluant la fovéa 

 

Catégorie 4 : DMLA tardive Le patient présente un ou plusieurs des éléments suivants : 

• Atrophie géographique touchant la fovéa 

• Présence d’une DMLA néovasculaire 

 

B.3.1. Mesure de la vision 

La mesure de l’acuité visuelle est réalisée à l’aide de l’échelle ophtalmique (ETDRS : 

Early treatment diabetic retinopathy study) sur un œil indépendamment de l’autre. Elle permet 

de mesurer l’acuité visuelle lettre par lettre afin d’observer les plus fines pertes de vision, et 

elle est utilisée lors du diagnostic ainsi que pour le suivi de l’évolution de la maladie. 

L’échelle ETDRS (Figure 10) est composée de 3 planches différentes : ETDRS R permet de 

déterminer la réfraction pour l’œil gauche et droit. Les deux autres planches permettent de 

mesurer l’acuité visuelle de l’œil droit (ETDRS 1) et de l’œil gauche (ETDRS 2). En 

complément de l’acuité visuelle, la vision des contrastes est mesurée à l’aide de l’échelle 

Pelli Robson (Figure 10). Cette échelle est composée de lettres de même taille possédant des 

contrastes par rapport au fond différent. 
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Figure 10.  Échelles ophtalmiques (adapté de Kaiser, 2009) 

 

Une métamorphopsie (déformation des lignes) ou un scotome (tâche sombre dans le 

champ visuel) peuvent être observés lors d’un examen simple, réalisé en autosurveillance 

ou chez un médecin à l’aide d’une grille d’Amsler (Figure 11). Cette grille est constituée 

d’un quadrillage régulier avec un point noir en son centre. La grille doit être observée avec 

un seul œil afin de vérifier que le patient voit toutes les lignes droites avec des angles droits 

à chaque intersection lorsqu’il fixe le point central.  

Figure 11.  Grille d’Amsler 

                 A) Grille d’Amsler B) Simulation d’une perception de métamorphopsie 

 

B.3.2. Examen du fond d’œil 

Bien que la perte de la vision centrale soit une caractéristique de la DMLA, un examen 

clinique plus approfondi est nécessaire afin d’établir un diagnostic précis sur la forme ainsi 

que le stade de la maladie.  

La rétinographie permet d’obtenir une image du fond de l’œil du patient. La pupille du 

patient est dilatée puis une photo d’un fond de l’œil est prise à l’aide d’une lampe à fentes. Cet 

examen permet d’observer et de mesurer la taille des drusen, d’observer les zones d’atrophie, 

la néovascularisation ainsi que les hémorragies rétiniennes (Figure 12). La rétinographie est 

généralement complétée par une analyse par auto-fluorescence du fond d’œil. Cet examen 
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consiste à visualiser la lipofuscine présente dans l’épithélium rétinien pigmentaire excitable 

par la lumière bleue. Les drusen vont renvoyer un signal augmenté ou diminué, l’atrophie se 

traduira par une hypofluorescence, les néovaisseaux pourront se traduire par une 

hyperfluorescence (Figure 12).  

 

Figure 12.  Examen du fond d’œil chez des patients atteints des différents stades de DMLA  

Panel de gauche réalisé par rétinophotographie. Panel de droite réalisé par autofluorescence du fond 

d’œil. Adapté de Hart et al., 2020. 
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B.3.3. Tomographie par cohérence optique 

La tomographie par cohérence optique (OTC) permet de visualiser toutes les couches de la 

rétine. Cet examen est principalement utilisé lors du suivi des traitements. Chez les patients 

atteints de MLA, des drusen sont visibles et forment de légers soulèvements de l’EPR. La 

DMLA atrophique se caractérise par une hyperréflectivité des couches choroïdiennes et 

l’évolution des drusen induit des décollements de l’EPR sans accumulation liquidienne. La 

DMLA néovasculaire se traduit, dans un premier temps, par un épaississement 

hyperréflectif du complexe EPR-chorio-capillaire et dans un second temps, par une 

accumulation de liquide sous rétinien induisant un décollement de la rétine pouvant être 

accompagné d’œdèmes. (Figure 12).  

 

B.3.4. Angiographie  

  L’angiographie rétinienne permet de visualiser la néovascularisation choroïdienne à la suite 

d’une injection d’un produit de contraste par voie intraveineuse (fluorescéine et de vert 

d’indocyanine). Cette technique est principalement utilisée après le diagnostic d’une DMLA à 

un stade tardif (DMLA atrophique ou néovasculaire). Cet examen permet de suivre 

l’évolution de l’atrophie dans le cas de DMLA atrophique. Dans les cas de DMLA 

néovasculaire, cet examen permet de visualiser les lésions, la taille et l’étendue des 

néovaisseaux.  

 

B.4. Facteurs de risques 

Bien que l'âge joue un rôle prépondérant dans l'apparition de la maladie, la DMLA est une 

pathologie multifactorielle, impliquant à la fois des facteurs génétiques et 

environnementaux.  

B.4.1. Facteurs génétiques  

L’hérédité semble être liée à l’apparition de la maladie. Une personne ayant un parent atteint 

de DMLA possède un risque 4 fois plus élevé de développer une DMLA. Des recherches ont 

permis d’identifier des variants génétiques associés à la maladie (Leveziel et al., 2010) :  
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• Variants du gène codant pour le facteur H du complément impliqué dans la réponse 

inflammatoire : Ces variants sont associés à une dérégulation de la réponse 

immunitaire avec notamment une accumulation de macrophages au niveau de la rétine 

participant au maintien d’un environnement pro-inflammatoire dans la rétine (Hallam 

et al., 2022; Klein et al., 2005) 

• Différents allèles de l’apolipoprotéine E (ApoE) : L’ApoE est impliquée dans le 

transport des phospholipides et du cholestérol. Ces protéines pourraient non 

seulement être impliquées dans la formation des drusen, mais aussi interagir avec le 

système du complément et ainsi soutenir un environnement pro-inflammatoire (Hu et 

al., 2021; Klaver et al., 1998). 

• Les variants du gène ABCA. Les protéines ABCA font partie de la famille des 

transporteurs impliqués dans le cycle visuel.  

• Le gène Age-Related Maculopathy Susceptibility 2 est impliqué dans le stress 

cellulaire. Une surexpression de ce gène serait à l’origine de la dégradation de la 

membrane de Bruch et ainsi participerait à la formation de drusen dans la rétine. Il 

favoriserait principalement la forme néovasculaire. (Chakravarthy et al., 2013; Supanji 

et al., 2021) 

Depuis quelques années, les nouvelles technologies de séquençage du génome humain ont 

permis d’identifier de nombreux variants génétiques associés au risque de la survenue de la 

maladie. Au total, 52 polymorphismes nucléotidiques ont été identifiés (Fritsche et al., 2016, 

2013; Wang et al., 2023).  

 

B.4.2. Facteurs environnementaux 

Le mode de vie semble impacter la survenue de la maladie. En effet, les apports 

nutritionnels et notamment un régime pauvre en acides gras poly-insaturés (oméga-3) riche 

en cholestérol et en acide gras saturés et mono-insaturés augmentent la prévalence de la 

DMLA. Ces acides gras vont remplacer les acides gras poly-insaturés (AGPI) présents au 

niveau de la membrane des cellules rétiniennes. Difficilement éliminables par les cellules de 

l’EPR, ils vont s’accumuler au sein de la rétine et perturber son homéostasie. De plus l’indice 

de masse corporelle (IMC) est aussi lié à l’apparition de la maladie. Un patient possédant un 
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IMC supérieur à 30 voit son risque doublé par rapport à un patient ayant un IMC inférieur à 

25.   

Néanmoins, le facteur environnemental impactant le plus la prévalence de la maladie est le 

tabagisme. Il constitue le second facteur de risque le plus important après l’âge. Il semble que 

le tabagisme soit un facteur dose dépendant, la prévalence de la maladie étant augmentée par 

3 chez un patient fumant 20 à 39 paquets/an et par 5 chez un patient fumant plus de 

40 paquets/an.  

 

C. Physiopathologie de la DMLA 

Les facteurs environnementaux et génétiques jouent un rôle clef dans la physiopathologie 

de la DMLA. En effets, ils peuvent influer sur les trois composantes de la DMLA, à savoir, 

l’apparition d’un stress oxydant, la formation et le maintien d’un environnement pro-

inflammatoire ainsi que la création de nouveaux vaisseaux par néo-angiogenèse.  

La DMLA est caractérisée par diverses altérations tissulaires dues au vieillissement telle 

que l’accumulation de lipofuscine dans les cellules de l’EPR, un épaississement et une 

détérioration de la membrane de Bruch, l’apparition de drusen. Bien que les mécanismes 

moléculaires conduisant à ces altérations ne soient pas encore totalement élucidés, il est de 

plus en plus évident que le stress oxydant et l’inflammation soient des éléments initiateurs de 

la DMLA tandis que l’angiogenèse survient plus tardivement.  

 

C.1. DMLA et stress oxydant 

Le stress oxydant se définit par une agression des cellules par des radicaux libres appelés 

espèces réactives de l’oxygène (ERO). Ces radicaux libres peuvent être produits de manière 

endogène par les cellules dans les mitochondries au niveau de la chaine respiratoire lors de la 

phosphorylation oxydative (ou respiration mitochondriale). Cette dernière représente 90 % de 

notre consommation d’oxygène et permet la conversion de l’ADP et Pi (adénosine diphosphate 

+ phosphate) en ATP (adénosine triphosphate) fournissant ainsi l’énergie nécessaire aux 

cellules. La consommation d’oxygène n’est pas sans conséquence, elle peut induire la 

formation d’ERO tels que l’anion superoxyde (O2·‒), le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le 

radical hydroxyle (·OH), le radical pyroxyle (ROO·), ou encore le radical alkoxyl (RO·) (Figure 
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13). Les ERO sont radicalaires à l’exception du peroxyde d’hydrogène, qui par la réaction de 

fenton, peut aussi générer des radicaux libres (Figure 13).  

Afin de lutter contre les radicaux libres, certaines cellules de la rétine expriment de manière 

endogène des enzymes détoxifiantes (Figure 13) :  

- La catalase (Cat), présente dans les cellules de l’EPR et dans les photorécepteurs, 

catalyse la conversion de l’H2O2 en eau et oxygène. C’est l’un des enzymes anti-

oxydantes les plus rapides, elle est capable de convertir plusieurs centaines de milliers 

de molécules d’H2O2 par seconde en eau.  

- Les superoxydes dismutases (SOD), présentent dans les cellules de l’EPR et dans les 

photorécepteurs sont des métalloprotéinases qui catalysent la dismutation des anions 

superoxydes et eau et oxygène. Il existe deux types de SOD, la SOD manganèse 

présente principalement dans les mitochondries et une SOD à zinc et cuivre présente 

dans le cytosol.  

- Le glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme du métabolisme glutathion. Cette 

enzyme utilise le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’électrons et va former du 

disulfure de glutathion (GSSG) lors de la détoxification d’hydroperoxyde.  

 

Figure 13. Espèces réactives de l’oxygène et enzymes anti-oxydantes  

La quantité importante en oxygène (O2) peut induire la formation d’anion superoxyde. La 

superoxyde dismutase (SOD) va convertir ce dernier en oxygène et en peroxyde d’hydrogène. Le 

peroxyde d’oxygène va être, à son tour, converti en eau à l’aide de la catalase ou du glutathion 
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peroxydase (GSH). Lorsque le peroxyde d’oxygène n’est pas détoxifié, il va induire la formation de 

radicaux, le radical hydroxyle puis le radical alkoxyle et pour finir le radical peroxyl. Ce dernier 

pourra être converti en eau par le glutathion peroxydase.  

 

C.1.1. Les origines du stress oxydant au sein de la rétine  

L’œil est un des tissus du corps humain le plus consommateur d’oxygène permettant ainsi 

la transformation d’un signal lumineux en signal visuel et sa transmission au cerveau (Yu and 

Cringle, 2005). Cette grande consommation d’oxygène combinée à d’autres facteurs 

environnementaux peut induire la formation d’ERO. Au niveau de la rétine, divers 

mécanismes sont impliqués dans la formation des ERO.  

 

C.1.1.1. Le vieillissement  

Le vieillissement est défini par la somme des altérations délétères d’un organisme 

diminuant ses capacités à maintenir l’homéostasie (Finch and Ruvkun, 2001; Harman, 1981). 

Le processus de vieillissement est initié par des dommages moléculaires conduisant à la 

dégradation des cellules et des tissus engendrant in fine la perte de fonctionnalité d’un organe 

ou d’un tissu.  

Lors du vieillissement, une augmentation des ERO a été observée au sein de la rétine (Torres 

et al., 2023; Zhang et al., 2015). Cette augmentation pourrait être expliquée par une altération 

de la chaine respiratoire mitochondriale ainsi que par une diminution des capacités anti-

oxydantes et notamment par une diminution de l’activité enzymatique telle que la catalase et 

la SOD (Torres et al., 2023; Zhang et al., 2015) (Figure 14). En raison de leur rôle dans le 

maintien de la rétine, les cellules de l’EPR possèdent une activité métabolique élevée 

nécessitant une quantité importante d’énergie. Afin de répondre à leur demande énergétique, 

les cellules de l’EPR possèdent un grand nombre de mitochondries. Ainsi, l’altération des 

fonctions mitochondriales des cellules de l’EPR peut leur être fatale entraînant non seulement 

leur propre dysfonctionnement, mais aussi le dysfonctionnement des photorécepteurs.  

Le vieillissement des cellules de l’EPR est aussi caractérisé par une accumulation d’agrégats 

de débris lipidiques et protéiques connus sous le nom de lipofuscine provenant de la 

phagocytose des photorécepteurs.  
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C.1.1.2. La phagocytose  

La phagocytose permet de maintenir la taille des photorécepteurs tout en recyclant les 

éléments nécessaires aux photorécepteurs et aux cellules de l’EPR. Cependant, certains lipides 

et certaines protéines ne sont pas complètement phagocytés, et ne peuvent être ni recyclés, ni 

dégradés, ni excrétés, ce qui induit leur accumulation sous forme de lipofuscine.  

La lipofuscine est stockée sous forme de granules dans le cytoplasme des cellules de l’EPR. 

Elle est composée de protéines autofluorescentes : le N-retinylidene-N-retinylethanolamine, la 

bis-rétinoïde pyrimidine, la protéine carboxyéthylpyrrole, le malondialdéhyde (MDA), etc. De 

plus, une trop grosse quantité de lipofuscine peut être fatale pour les cellules de l’EPR dûe à 

la toxicité de certains composés tels que le N-retinylidene-N-retinylethanolamine (A2-E), un 

dérivé toxique du rétinol. L’A2-E est un inhibiteur de la pompe à proton et altère la membrane 

des lysosomes. Ces altérations entrainent une perturbation des fonctions lysosomales 

provoquant une diminution des capacités de phagocytoses des cellules de l’EPR. L’altération 

de ces fonctions lysosomales peut induire un relargage d’ERO dans le cytoplasme provoquant 

non seulement des dommages oxydatifs, mais aussi l’accumulation de lipofuscine. Une 

accumulation de ces agrégats au sein du cytoplasme des cellules de l’EPR serait délétère pour 

ces dernières et jouerait un rôle dans les maladies rétiniennes dégénératives telles que la 

DMLA. Ces agrégats contiennent des fluorochromes sensibles à la lumière. Ainsi, lors d’une 

exposition à la lumière, ces fluorochromes peuvent induire la formation d’ERO.  

 

C.1.1.3.  Le stress oxydatif induit par la lumière 

La lumière est au cœur des premières hypothèses émises sur l’origine des ERO au sein de la 

rétine (Chalam et al., 2011; Noell et al., 1966; Terao et al., 2022).  

La lipofuscine n’est pas le seul chromophore présent dans la rétine. En effet, l’acquisition du 

signal lumineux est réalisée par les photorécepteurs à l’aide de différents chromophores 

(Ivanov et al., 2018). L’absorption d’un photon par ces chromophores induit leur excitation 

ainsi que leurs interactions rapides avec d’autres molécules y compris l’oxygène, ce qui peut 

former des ERO (Chalam et al., 2011; Ivanov et al., 2018).  

Par ailleurs, certains rayonnements (ultraviolet, UV) sont connus pour leurs effets délétères 

sur l’ADN. Certaines études ont montré qu’une exposition aux UV pouvait induire des 

dommages à l’ADN (Blasiak et al., 2017; Kciuk et al., 2020; Szaflik et al., 2009). 
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C.1.1.4. Dommages à l’ADN 

Les dommages à l’ADN présents au sein des cellules de l’EPR peuvent provenir des ERO 

produits de manière endogène par le métabolisme cellulaire, mais aussi par des facteurs 

exogènes tels que les UV ainsi que certains produits chimiques contenus dans la fumée de 

cigarette.  

Les dommages à l’ADN mitochondrial (ADNmt) sont un des marqueurs des maladies 

dégénératives. Il a été montré que les personnes atteintes de DMLA présentaient des 

dommages à l’ADNmt sur l’ensemble du génome mitochondrial alors que lors d’un 

vieillissement physiologique, les dommages sont localisés dans les régions communes de 

délétion de l’ADNmt. Les régions communes de délétions regroupent 4977 paires de bases 

(pb) localisées sur deux sites, de 8 470 à 8 482 et de 13 447 à 13 459. (Karunadharma et al., 2010; 

Peng et al., 2006). L’altération de l’ADNmt induit des dysfonctionnements notamment sur la 

chaîne respiratoire mitochondriale ce qui provoque une diminution de la production 

d’énergie ainsi qu’une diminution des défenses anti-oxydantes des cellules (Figure 14) 

(Hyttinen et al., 2018).  

 

C.1.2. Stress oxydatif et EPR 

L’EPR possède un système anti-oxydant complexe afin de contrer les dommages oxydatifs 

endogènes. Ces systèmes anti-oxydants sont régulés par différentes voies de signalisation et 

divers facteurs de transcription.  

Parmi ses facteurs de transcription, on retrouve un facteur de transcriptions des enzymes 

anti-oxydantes, le facteur nucléaire érythroïde-2 (Nrf2). En absence de stress oxydatif, Nrf2 

est associé à la Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) ce qui le bloque dans le cytosol et 

l’empêche de rentrer dans le noyau. De plus, Keap1 interagit aussi avec le complexe E3 d’une 

ubiquitine ligase dépendant de cullin 3 (Cul3). Cette dernière permet de réguler la quantité de 

Nrf2 via sa protéolyse par le protéasome (Datta et al., 2017). En condition physiologique, 

l’expression des gènes anti-oxydants est basse afin de maintenir un pouvoir redox minimal. 

Lors d’un stress oxydant, Keap1 subit un changement de conformation libérant Nrf2 et ainsi 

permet la translocation de ce dernier dans le noyau. Nrf2 sera ensuite capable de se lier à 
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l’élément de réponse anti-oxydant (ARE) et ainsi initier la transcription des gènes anti-

oxydants (Datta et al., 2017; Sun et al., 2023). Il a été montré que Nrf2 diminue avec l’âge 

altérant la réponse anti-oxydante des cellules de l’ERP et ainsi favorise certaines maladies 

oculaires telles que la DMLA (Datta et al., 2017).  

L’accumulation des dommages oxydatifs va mener à l’oxydation de macromolécules et 

ainsi mener au dysfonctionnement des cellules de l’EPR. L’oxydation protéique conduit à 

une altération plus au moins rapide de la fonction des protéines ce qui aboutit à des 

dysfonctionnements cellulaires et tissulaires (Negre-Salvayre et al., 2008). De plus, l’oxydation 

des lipides mène à des altérations membranaires avec une diminution de la fluidité 

membranaire, augmentation de la perméabilité, gonflement des mitochondries induisant une 

inhibition de la chaine respiratoire et le relargage du cytochrome c. Le relargage de ce dernier 

entraine la disparition des cellules de l’ERP par apoptose (Figure 14). L’accumulation d’ERO 

va aussi induire des dommages à l’ADN nucléaire ce qui va activer la phosphorylation d’ATM, 

Chk2 et p53 et ainsi provoquer un arrêt du cycle cellulaire. In fine, l’arrêt de cycle cellulaire va 

mener à l’apoptose des cellules de l’EPR (Figure 14). 

Par ailleurs, ces dysfonctionnements vont aussi activer certaines voies de signalisation 

impliquées dans la DMLA. En effet, il a été montré in vitro que l’induction d’ERO dans des 

cellules de l’EPR active la voie Nf-κB c’est-à-dire la dégradation de IκBα par le protéasome 

libérant ainsi p50 et p65 qui vont induire l’activation de gènes impliqués dans l’inflammation 

(Figure 14). De plus, il a aussi été montré que l’augmentation d’ERO intracellulaire induisant 

la phosphorylation de protéines (p38, ERK1/2 et JNK1/2) impliquées dans l’angiogenèse et 

ainsi dans la production et la sécrétion de VEGF-A (Figure 14). Ainsi, le stress oxydant est un 

élément crucial dans la pathogénicité de la DMLA, il va induire l’apoptose des cellules et aussi 

participer à l’inflammation et l’angiogenèse (Figure 14).  
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Figure 14.Représentation schématique du stress oxydant au sein des cellules de l’épithélium 

pigmentaire rétinien (EPR)
Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) générées par divers facteurs (UV, fumée de cigarette, 
vieillissement …) vont activer diverses voies de signalisation impliquées dans la DMLA. Les ERO 
vont induire la phosphorylation (activation) des protéines ERK1/2, JNK1/2 et p38 qui vont à leur tour 
induire la transcription du gène VEGF-A impliqué dans l’angiogenèse. Les ERO vont aussi induire 

la dégradation par le protéasome d’IκBα libérant ainsi p65 et p50. Une fois libérées, ces protéines vont 
induire des gènes impliqués dans l’inflammation. Par ailleurs, les ERO vont induire la dégradation 
de KEAP1 libérant ainsi NRF2 impliqué dans la régulation positive des enzymes anti-oxydantes. Lors 
du vieillissement, l’expression d’NRF2 diminue ce qui entraîne une altération des défenses anti-
oxydantes et ainsi ne protègent plus les mitochondries des ERO. Les dommages à l’ADN induits dans 
les mitochondries provoquent le relargage de cytochrome c (cyt C) dans le cytosol ce qui provoque 
la mort par apoptose des cellules de l’EPR. L’augmentation des ERO va aussi induire des dommages 

à l’ADN nucléaire induisant ainsi l’augmentation de γH2AX ainsi que la phosphorylation d’ATM, 

Chk2 et p53 menant à l’arrêt du cycle cellulaire. In fine, l’arrêt du cycle cellulaire va induire l’apoptose 

des cellules. 
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C.2. DMLA et inflammation 

L’inflammation joue un rôle prépondérant dans la progression de la DMLA. 

Habituellement, l’inflammation est un processus biologique bénéfique qui permet de 

mobiliser le système immunitaire afin d’éliminer un agent indésirable identifié comme nocif 

par l’organisme. Cependant, chez les patients atteints de DMLA, l’inflammation induite par 

divers stimuli contribue à la destruction des cellules de la rétine.  

 

C.2.1. Cellules immunitaires 

Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du système nerveux central que 

l’on retrouve dans le cerveau, mais aussi dans la rétine et qui constituent la première ligne de 

défense de la rétine. En condition physiologique, les cellules microgliales jouent un rôle de 

sentinelles. Elles sont aussi impliquées dans la fonction visuelle, elles participent à la 

clairance des cellules apoptotiques et au maintien de l’intégrité ainsi qu’à l’élagage 

(élimination) des synapses (Dixon et al., 2021). Chez les patients atteints de DMLA, les cellules 

microgliales vont être activées par divers médiateurs sécrétés par les cellules de l’EPR, mais 

aussi par l’accumulation d’A2E présent dans la lipofuscine ou bien par l’accumulation de 

drusen perçue comme signal de danger par les cellules. Leur activation va induire une 

phagocytose excessive des photorécepteurs et ainsi leur disparition. 

 Les macrophages sont des cellules hématopoïétiques provenant de la moelle osseuse et qui 

voyagent dans la circulation systémique sous forme de monocytes. Ces cellules jouent un rôle 

dans la phagocytose, le nettoyage des débris, la présentation d’antigène ainsi que dans la 

sécrétion de cytokines. Les macrophages circulants sont activés et acquièrent des phénotypes 

fonctionnels spécialisés en fonction des stimuli : les macrophages pro-inflammatoire de 

type M1 et les macrophages anti-inflammatoires de type M2 (Figure 15). Les patients atteints 

de DMLA présentent une accumulation de macrophages au sein de la rétine. Ces macrophages 

présentent principalement un profil pro-inflammatoire de type M1 et se caractérisent par une 

phagocytose accrue ainsi qu’une libération d’ERO, et de cytokines pro-inflammatoires (IL-

1β, IL-6)(Behnke et al., 2020)(Figure 15). Leur activité de phagocytose ainsi que la libération 

d’ERO induit la disparition des photorécepteurs ainsi que des cellules de l’ERP.  
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Outre leur activité de phagocytose, les phagocytes peuvent aussi agir en tant que cellules 

présentatrices d’antigène et ainsi faire le lien entre l’immunité innée et adaptative (Behnke 

et al., 2020).  

Il est maintenant bien établi que l’immunité adaptative joue aussi un rôle dans la DMLA. 

En effet, l’analyse des sérums de patients atteints de DMLA montre l’implication des 

lymphocytes B dans la DMLA à travers la présence d’anticorps anti-rétiniens (Korb et al., 

2023b)(Figure 15). De plus, il a été montré que les patients de DMLA néovasculaire et 

atrophique présentent des taux élevés de lymphocytes CD8+ (Lymphocytes T cytotoxiques) 

(Ezzat et al., 2008; Faber et al., 2013; Krogh Nielsen et al., 2019; Subhi et al., 2017; Subhi and 

Lykke Sørensen, 2017). La présence accrue de lymphocytes T CD8+ semble être associée aux 

deux formes de DMLA, soutenant l'hypothèse selon laquelle la DMLA pourrait avoir une 

composante immunitaire systémique importante (Behnke et al., 2020). Néanmoins, le rôle de 

ces lymphocytes ainsi que les mécanismes moléculaires impliqués dans la DMLA restent 

inconnus (Behnke et al., 2020).  

 

C.2.1.1. Médiateurs pro-inflammatoires 

Interleukine 1β (IL-1 β) 

L’IL-1β est une cytokine pro-inflammatoire, sa sécrétion nécessite deux composantes : 

l’induction de l’expression de la pro-IL-1β et l’activation de l’inflammasome. Ce dernier va 

permettre le clivage par la caspase 1 de la pro- IL-1β en IL-1β mature qui pourra être sécrétée. 

L'IL-1β active joue un rôle dans l’initiation et la propagation de l'inflammation (Wooff et al., 

2019), incluant le recrutement des macrophages (Rider et al., 2011), l'activation de 

l'interleukine-6 (IL-6) (McGeough et al., 2012; Tomani et al., 2020), ainsi que la régulation de 

l'expression des chimiokines (Natoli et al., 2017). De plus, il a été montré que l’IL-1β influence 

fortement la formation de néovaisseaux (Fahey and Doyle, 2019) favorisant ainsi la 

colonisation de la rétine par de nouvelles cellules immunitaires. En effet, la liaison de l’IL-1β 

avec son récepteur va induire l’activation de la voie des MAPKs et ainsi induire la 

phosphorylation de protéines clefs impliquées dans l’activation de la transcription du VEGF-

A (Chen et al., 2018).  

  



Introduction   

47 

L’interleukine 6 (IL-6) 

L’IL-6 possède, tout comme l’IL-1β, des propriétés pro-inflammatoires et pro-

angiogéniques. L’IL-6 inhibe l’expression de FasL au niveau de la membrane des cellules de 

l’EPR diminuant ainsi le privilège immun. Il a aussi été montré que l’IL-6 pouvait avoir un 

rôle dans la DMLA néovasculaire. En effet, les patients atteints de DMLA néovasculaire 

présentent une concentration intraoculaire d’IL-6 très élevée (Lechner et al., 2017; Mao et al., 

2022). Des études cliniques ont montré que les taux d'IL-6 dans l'humeur aqueuse sont corrélés 

à la survenue d’œdème maculaire, et ce de manière plus importante que les niveaux de VEGF 

(Chalam et al., 2014; Ulhaq et al., 2020). Néanmoins, il reste à élucider les mécanismes 

moléculaires sous-jacents.   

 

Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) 

MCP-1 aussi appelé CCL-2 (C-C motif chemokine ligand 2) permet de recruter les 

macrophages pro-inflammatoires exprimant fortement le récepteur CCR2. Il a été montré, 

chez les patients atteints de DMLA, une augmentation de MCP-1 ainsi qu’une infiltration de 

macrophages CCR2+ (Murenu et al., 2022; Roubeix et al., 2020; Sennlaub et al., 2013). Le 

recrutement de ces macrophages est corrélé à la mort des photorécepteurs. Des études 

précliniques ont étudié le rôle de MCP-1 dans le recrutement des macrophages. Ainsi, une 

étude réalisée dans un modèle murin néovascularion choroïdienne induite par impact laser a 

montré que l’inhibition de MCP-1 avec un inhibiteur (liposomal clodronate) prévenait la 

formation de nouveaux vaisseaux (Roubeix et al., 2020; Sakurai et al., 2003). De plus, une 

seconde étude a complété les investigations sur le rôle de MCP-1 dans la DMLA. Elle a montré 

par marquage histochimique qu’une délétion du gène CCR2 chez des souris prévenait la 

disparition des photorécepteurs (Roubeix et al., 2020; Sennlaub et al., 2013). Ainsi, ces études 

suggèrent que le recrutement des macrophages CCR2+ et leur activation par MCP-1 sont 

impliqués dans la dégénérescence maculaire et plus spécifiquement dans la DMLA 

néovasculaire (Roubeix et al., 2020).   
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Figure 15. Initiation de la réponse immunitaire.  

La reconnaissance des signaux de danger tels que les drusen par les récepteurs Toll-like (TLR) 

présents à la surface des cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) entraine la production 

de cytokines pro-inflammatoires et chimiokines (IL-6, IL-8, IL-1β, MCP-1 : monocyte chemoattractant 

protein 1). Ces médiateurs contribuent à l’activation et le recrutement de cellules immunitaires 

(macrophages pro-inflammatoires) ainsi que la sécrétion d’auto-anticorps par les lymphocytes 

B. (adapté de Behnke et al., 2020; Kauppinen et al., 2016).  

 

C.2.2. Inflammation et EPR 

Bien que les cellules de l’EPR ne soient pas des cellules immunitaires, elles jouent cependant 

un rôle crucial dans la régulation de l’inflammation au sein de la rétine. Lorsque ces cellules 

sont exposées à des facteurs de stress tels que des ERO, elles peuvent sécréter des cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, MCP-1…) et ainsi favoriser le recrutement et 

l’activation des cellules immunitaires. La réponse inflammatoire de l’EPR est étroitement liée 

au stress oxydant qu’il subit. En effet, les ERO ainsi que l’activation des récepteurs membrane 

de l’IL-1β et des récepteurs Toll -like activent la voie de signalisation NF-κB induisant la 

dégradation par le protéasome d’IκBα et ainsi libère p50 et p65 qui vont promouvoir la 

transcription de gènes de cytokine pro-inflammatoire et de NRLP-3 (Figure 16). L’induction 

de ce dernier va induire l’oligomérisation de l’inflammasome NLRP3 et ainsi le clivage de la 

pro-IL-1β en IL-1β qui va ensuite être sécrétée et participer à l’environnement pro-

inflammatoire de la rétine (Figure 16). 

Par ailleurs, des études épidémiologiques ont permis de démontrer que certains variants du 

gène codant pour le facteur H du complément (CFH) augmentent la prévalence de la maladie. 

Le CFH est un régulateur clé du système du complément. Ce dernier est constitué d’un groupe 

de protéines dont leur activation en cascade permet la formation d’un complexe d’attaque 
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membranaire induisant des pores dans la membrane plasmique de la cellule. L’activation du 

système du complément permet notamment l’opsonisation des organismes étrangers ou des 

cellules hôtes en favorisant leur phagocytose ainsi que leur lyse. L’altération du gène du CFH 

est délétère pour ses fonctions de régulation, ce qui provoque une dérégulation à la hausse de 

l’activité du système du complément soutenant un environnement pro-inflammatoire 

(Behar-Cohen, 2018).  

Les cellules de l’EPR sont aussi sensibles à leur environnement. Elles vont détecter les 

drusen comme signaux de danger via l’activation des récepteurs toll-like 4 (TL-R4) présents à 

leur surface. L’activation de ces récepteurs va activer la voie de signalisation Nf-κB et ainsi 

la sécrétion de cytokines et chimiokines inflammatoires (IL-8, IL-6, IL1β) (Klettner and Roider, 

2021)(Figure 16).  

Il est important de rappeler que l’EPR forme grâce à des jonctions adhérentes et des jonctions 

serrées une barrière hématorétinienne (BHR). Ainsi, la détérioration des cellules de l’EPR 

induite par un stress oxydant entraîne la perte de la BHR. Cette perte permet aux cellules 

immunitaires présentes dans la choroïde de migrer dans la rétine. Ainsi, la migration des 

cellules immunitaires ainsi que la sécrétion de médiateurs inflammatoires (IL-6, IL-8, MCP-

1…) vont créer un environnement pro-inflammatoire au sein de la rétine corrélée à la 

progression de la maladie (Krogh Nielsen et al., 2019).  

Dans la DMLA, l'inflammation et l'angiogenèse sont étroitement liées et contribuent à la 

progression de la maladie. L'inflammation va stimuler la production de facteurs de croissance 

et de cytokines pro-inflammatoires, tels que le facteur de croissance endothélial vasculaire 

(VEGF) favorisant ainsi l’angiogenèse.  
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Figure 16. Représentation schématique de l’inflammation au sein des cellules de l’épithélium 

pigmentaire rétinien 

L’IL-1β et les signaux de danger tels que les drusen vont être détectés par le récepteur IL-1β (IL-1R1) 

et les récepteurs Toll-like (TLR) présents au niveau de la membrane des cellules de l’épithélium 

pigmentaire rétinien (EPR). Cela va activer la dégradation d’IκBα induisant la libération de p65 et 

p50. Ces derniers vont activer la transcription de gènes pro-inflammatoire induisant l’activation de 

l’inflammasome ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.  

 

C.3. DMLA et angiogenèse  

L’angiogenèse est le processus qui permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à 

partir d’un réseau vasculaire préexistant (Adair and Montani, 2010; Folkman, 1971). 

L’angiogenèse est très présente au stade embryonnaire puis est extrêmement régulée et ne 

s’active que dans certains cas chez l’adulte. Une dysrégulation de ces mécanismes peut 

conduire à certaines pathologies telles que la DMLA. On distingue donc l’angiogenèse 

physiologique de l’angiogenèse pathologique. Dans le cas de la DMLA néovasculaire, 

l’angiogenèse se caractérise par le développement de nouveaux vaisseaux sanguins, issus de 

la choroïde, qui s'étendent vers la rétine à travers la membrane de Bruch (Green and Enger, 

1993; Hammadi et al., 2023). Les néovaisseaux choroïdiens se forment comme des capillaires 

avec plusieurs points d'origine et peuvent entraîner des brèches dans l’EPR et des 
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accumulations de fluides. Ces accumulations vont désorganiser l’EPR et induire un 

décollement de la rétine (Chen et al., 2021). Dans les stades les plus avancés, les nouveaux 

vaisseaux peuvent induire des œdèmes ainsi que des hémorragies au niveau de la rétine.  

La formation des nouveaux vaisseaux est induite par la libération de facteurs angiogéniques 

de la choroïde (Korb et al., 2023a). Ces facteurs angiogéniques vont activer les cellules 

endothéliales via des récepteurs membranaires, ce qui va déclencher des signaux 

intracellulaires induisant la migration ainsi que la différenciation de ces cellules (Carmeliet 

and Jain, 2011). L’origine exacte de ces signaux n’a pas été clairement identifiée, il semblerait 

que l’initiation de la maladie par un stress oxydant ainsi qu’une inflammation couplée à des 

facteurs génétiques et environnementaux participent au développement de la DMLA 

néovasculaire. Bien que son origine ne soit pas totalement élucidée, les médiateurs de 

l’angiogenèse sont clairement identifiés. Le facteur de croissance, Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) est le plus important et le plus étudié dans le processus de 

l’angiogenèse (Guillonneau et al., 2017). 

 

C.3.1. Les médiateurs angiogéniques  
C.3.1.1. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

Le VEGF est une glycoprotéine signalétique impliquée dans la vasculogenèse et 

l'angiogenèse. Son expression et sa sécrétion sont régulées par diverses voies de signalisations.  

Le VEGF est impliqué dans la restauration de l’apport en oxygène des tissus, ainsi, il est très 

sensible à l’hypoxie. Lorsque les cellules manquent d’oxygènes, elles produisent un facteur, 

l’hypoxia inducible factor (HIF) qui va stimuler la transcription du VEGF (Ladoux and Frelin, 

1993). Lors du vieillissement, la membrane de Bruch est altérée, elle s’épaissit, ce qui perturbe 

les échanges entre les cellules de l’EPR et la choroïde favorisant l’hypoxie et ainsi le VEGF 

(Rittié et al., 1999).  

La famille du VEGF est composée de diverses isoformes générées par épissage alternatif 

(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F et le placental growth factor (PGF). Ces 

différentes isoformes peuvent se lier à trois récepteurs à activité tyrosine kinase : VEGFR-1, 

VEGFR-2 et VEGFR-3.  
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C.3.1.2. Les récepteurs au VEGF 

Le VEGF récepteur 1 (VEGF-R1) possède une forte affinité pour le VEGF-A, B, F et le PIGF, 

cependant la réponse cellulaire suite à sa stimulation est très faible comparée à celle du VEGF-

R2. Le VEGF-R1 peut aussi être internalisé avec son ligand, ce qui permet d’éviter la 

stimulation d’un autre récepteur (Boucher et al., 2017). Il semblerait que VEGF-R1 ait un rôle 

de régulateur. En effet, des études ont montré que les souris n’exprimant pas VEGF-R1 ne 

peuvent pas se développer correctement dû à une hypervascularisation. (Ho and Fong, 2015).  

 Le VEGF récepteur 2 (VEGF-R2) peut se lier avec le VEGF-A, -C, -D, -E ainsi que le -F. Il 

semble que ce récepteur soit le principal responsable des effets cellulaires du VEGF. (Ferrara, 

2004). L’activation de ce récepteur induit la phosphorylation de différentes tyrosines (en 

position 951, 1054/1059, 1175 ou 1214), impliquées dans plusieurs voies de signalisations et 

conduit donc à des réponses biologiques différentes impliquées dans la survie cellulaire, la 

migration, la prolifération cellulaire ainsi que la perméabilité cellulaire. De plus, son activation 

induit une cascade de signalisation (MAPK) régulant l’expression du gène VEGF-A et ainsi 

forme une boucle de rétrocontrôle positif.  

Le VEGF récepteur 3 (VEGF-R3) se lie aux VEGF-C et D. Ce récepteur est responsable de la 

lymphangiogenèse. (Como et al., 2023; Tammela et al., 2008). Principalement étudié en 

cancérologie, il a été montré que VEGF-C et D pouvaient faciliter la migration des cellules 

cancéreuses, néanmoins, les mécanismes moléculaires restent méconnus (Stacker et al., 2014). 

De plus, le rôle de VEGF-R3 n’a pas été démontré dans un contexte de DMLA.  

 

C.3.1.3. Les ligands 

VEGF-A 

Le VEGF-A joue un rôle crucial dans l’angiogenèse pathologique. Il induit la prolifération 

des cellules endothéliales et facilite leur migration. De plus, il augmente la perméabilité des 

vaisseaux sanguins en provoquant une vasodilatation et une formation de fenêtres dans les 

capillaires (Esser et al., 1998). Le VEGF-A peut se lier aux récepteurs VEGF-R1 et -R2. Il existe 

4 isoformes de ce ligand, VEGF-A121, 165, 189, 206 (Robinson and Stringer, 2001). Le VEGF-A 

165 est la forme la plus abondante, on la retrouve dans tout l’organisme et dans les cellules de 

l’EPR (Ferrara, 2004; Ford et al., 2011). 
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Le VEGF-A est produit par les cellules de l’EPR (Nitzsche et al., 2022; Shibuya, 2001), il est 

impliqué dans les signaux paracrine entre l’EPR et la choroïde. En effet, il est impliqué dans la 

fenestration endothéliale (Zhao et al., 2023). La fenestration endothéliale est caractérisée par la 

présence de petites ouvertures, appelées fenêtres, dans l’endothélium qui tapisse les vaisseaux 

sanguins. Ces fenêtres permettent les échanges rapides de fluides et de molécules entre la 

choroïde et l’EPR (Zhao et al., 2023). 

La sécrétion de VEGF-A par les cellules de l'EPR est polarisée. En conditions physiologiques 

(normoxiques), le VEGF-A sécrété est plus abondant au pôle basolatéral (du côté de la 

membrane de Bruch) comparé au pôle apical (de côté des photorécepteurs) (Blaauwgeers et 

al., 1999). Cette différence est amplifiée en cas d'hypoxie (Mammadzada et al., 2020). Cela 

soutient le fait que le VEGF-A joue un rôle prépondérant dans le développement de la DMLA 

néovasculaire. En effet, une surexpression du VEGF-A a été observée dans l'EPR et dans 

l’humeur aqueuse des yeux de patients atteints de DMLA comparé aux patients sains et aux 

patients atteints de DMLA précoce(Frank et al., 1996; Lopez et al., 1996; Vilkeviciute et al., 

2022).  

 

VEGF-B 

Le VEGF-B, tout comme le VEGF-A, possède différentes isoformes (VEGF-B 167 et VGEF-B 

186). Bien que ses effets restent mal connus, il semblerait qu’il ait un rôle indirect sur 

l’angiogenèse. Il permettrait de saturer le VEGF-R1 afin de laisser la place au VEGF-A sur le 

récepteur 2 (VEGF-R2) (Zhang et al., 2009). 

 

 

 

VEGF-C et VEGF-D 

Le VEGF-C et -D sont dans un premier temps exprimés sous forme de précurseurs protéiques. 

Ils doivent subir une maturation protéolytique afin de pouvoir être excrétés et ainsi se fixer 

aux récepteurs VEGF-R2 et -R3 (Karkkainen et al., 2004). Il semblerait que leur action affecte 

principalement la lymphangiogenèse due à leur liaison avec le VEGF-R3. (Pazgal et al., 2007). 
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C.4. Angiogenèse et EPR 

Les cellules de l’EPR vont jouer un rôle crucial dans l’angiogenèse. En effet, les cellules de 

l’EPR vont produire et sécréter du VEFG-A. A la suite d’un stress oxydant, l’augmentation des 

ERO intracellulaires va être corrélée à la phosphorylation de MEK. La phosphorylation de 

cette dernière va induire des cascades de signalisations dépendantes de cJUN et de ERK1/2 ce 

qui va induire la sécrétion de VEGF-A (Figure 17) (Courtaut et al., 2021a; Delmas et al., 2021; 

Sghaier et al., 2022). La liaison de VEGF-A avec son récepteur, le VEGF-R2 va induire un 

rétrocontrôle positif des voies de signalisations de MEK et de PI3K permettant ainsi la survie 

et la prolifération ainsi que la sécrétion de VEGF-A (Figure 17) (Courtaut et al., 2021a; Delmas 

et al., 2021; Sghaier et al., 2022). L’activation de ces voies va aussi induire la production de 

métalloprotéinase (MMP-2 et MMP-9) capable de digérer la membrane de Bruch (Hussain et 

al., 2011). In fine, la sécrétion de VEGF-A va induire la formation de nouveaux vaisseaux et 

ainsi la progression de la DMLA néovasculaire.  
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Figure 17.Représentation schématique de l’angiogenèse au sein des cellules de l’épithélium 

pigmentaire rétinien (EPR)
L’hypoxie ainsi que les espèces réactives de l’oxygène vont induire l’activation de gènes inductibles 

par l’hypoxie tels que le VEGF-A. De plus, la liaison du VEGF-A au récepteur VEGF-R2 va induire 
des cascades de phosphorylation induisant la survie ainsi que la prolifération cellulaire et la sécrétion 
de VEGF-A impliqué dans l’angiogenèse. 

C.5. Le processus d’angiogenèse

Le processus d’angiogenèse commence par la formation du bourgeonnement des cellules 

de front (tip cells). Ces cellules vont bourgeonner à partir de vaisseaux existants et se diriger 

vers la source du signal angiogénique. De plus, les cellules de soutien (stalk cells) vont 

proliférer afin de permettre l’allongement des vaisseaux (Figure 18). Par ailleurs, les jonctions 

cellulaires sont réduites dues à l’internalisation de la cadhérine endothéliale permettant ainsi 

la migration des cellules. Le VEGF va aussi stimuler la prolifération cellulaire afin de former 

les nouveaux vaisseaux. Lorsque deux cellules de front se rejoignent, les deux bourgeons 
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fusionnent et ainsi forment un vaisseau connecté. In fine, la barrière endothéliale est rétablie 

grâce aux jonctions entre les cellules endothéliales (Figure 18). 

 

Figure 18. Schéma formation nouveau vaisseau 

A) L’augmentation de la concentration intercellulaire de VEGF-A permet le recrutement de cellule 

de front. B) En réponse à la sécrétion de VEGF-A, les jonctions endothéliales de la cellule de front 

sont diminuées, elle acquiert un phénotype invasif. C) Les cellules de soutien prolifèrent et 

permettent la croissance des futurs bourgeons. D) La fusion des vacuoles endothéliale conduit à la 

formation de la lumière et permet la perfusion du nouveau vaisseau. Adapté de Treps and Gavard, 

2015. 

 

D. Traitements 

D.1. Traitements curatifs 
D.1.1. Injection d’anti-VEGF 

Les injections d’anti-VEGF constituent le traitement de première intention de la DMLA 

néovasculaire. Les injections réalisées en intravitréenne permettent de délivrer des anticorps 

dirigés contre le VEGF impliqué dans la formation des néovaisseaux. Ces anticorps vont 

bloquer le VEGF et ainsi l’activation de leur récepteur inhibant ainsi la sécrétion de VEGF 
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conduisant in fine à l’inhibition du développement et de la progression des néovaisseaux. Il 

existe aujourd’hui trois traitements commercialisés, bévacizumab (ou Avastin®), ranibizumab 

(ou Lucentis®) et alfibercept (EYLEA®). Le bévacizumab est un anticorps monoclonal (149 

kDa) qui a été humanisé et qui cible le VEGF-A. Le ranibizumab est quant à lui constitué de 

fragments d’anticorps monoclonal humanisé ce qui lui confère une taille plus petite (48 kDa) 

et ainsi une meilleure pénétration dans la rétine. L’alfibercept est composé de fragments de 

domaine extracellulaire du récepteur 1 et 2 du VEFG. Il va se lier au VEGF-A avec une affinité 

plus forte que les récepteurs naturels et ainsi réduire leur activation.  

Les traitements avec ces molécules débutent généralement par 3 injections à 1 mois 

d’intervalle puis d’autres doses sont administrées en fonction du protocole de traitement 

choisi par l’ophtalmologiste ainsi qu’en fonction de l’évolution de la maladie. Certaines études 

à grande échelle ont démontré que les injections d’anti-VEGF permettaient de stabiliser 

l’acuité visuelle dans 60 % et de l’améliorer dans 30 % des cas. (Leveziel et al., 2009). 

Cependant, certains patients ne répondent pas ou peu aux traitements ou bien montrent une 

diminution de l’efficacité des traitements. Il n’existe pas de définition précise pour 

diagnostiquer la résistance aux anti-VEGF. Néanmoins, de nombreux scientifiques déclarent 

que la résistance se traduit par la persistance d’un exsudat intra ou sous-rétinien à la suite de 

3 injections et ce malgré une réponse positive observée lors des premières injections (Yang et 

al., 2016). Certaines études décrivent une tolérance (diminution de la réponse au traitement) 

aux injections d’anti-VEGF qui peut aussi apparaître dès les premières injections 

(tachyphylaxie). Une augmentation des doses administrées ainsi qu’une augmentation de la 

fréquence des injections est généralement proposée afin de contrer la diminution de l’efficacité 

lorsqu’une tolérance est observée. Un changement de traitement peut aussi être proposé afin 

d’alterner entre deux molécules différentes. 

Des études cliniques ont montré que certains polymorphismes de gènes impliqués dans la 

survenue de la maladie (CFH et ARMS2) étaient corrélés à une mauvaise réponse aux 

traitements. Ainsi, une étude de la littérature réalisée par Chen, Yu et Xu a révélé que des 

patients portant les polymorphismes Y402H ou Y1277C du gène CFH présentent une réponse 

au ranibizymab et bevacizumab diminuée par rapport au patient portant le polymorphisme 

ancestral du gène (Chen et al., 2012). De plus, une étude clinique réalisée sur 156 patients 

atteints de DMLA néovasculaire traités au ranibizumab a montré que les patients portant le 



Introduction   

58 

polymorphisme Y402H du CFH avaient 37 % de risque de nécessité de plus d’injections que 

les patients ayant le polymorphisme ancestral (Lee et al., 2009). Une autre étude clinique 

réalisée sur 111 patients a confirmé ces résultats et étudié d’autres polymorphismes du gène. 

Ainsi, les polymorphismes R102G et E318D ont aussi été corrélés avec une diminution de 

l’efficacité des traitements (ranibizumab et bévacizumab) (Kubicka-Trząska et al., 2022). Ces 

études suggèrent que ces polymorphismes pourraient être utilisés afin d’adapter les stratégies 

de traitement, néanmoins, d’autres études plus approfondies sont nécessaires afin de valider 

ces diagnostics (Kozhevnikova et al., 2022).  

Ces polymorphismes sont connus pour altérer l’inflammation chez les patients, ainsi, ils 

pourraient induire une inflammation chronique plus importante entrainant des dommages 

structurels permanents sur le réseau vasculaire (Kozhevnikova et al., 2022; Yang et al., 2016). 

De plus, un environnement pro-inflammatoire augmente le risque de fibrose qui agit comme 

une barrière et ainsi diminue la sensibilité des patients aux anti-VEGF (Yang et al., 2016). Des 

études portant sur les mécanismes moléculaires de résistance ont révélé que la neuropiline-1 

(un corécepteur du VEGF) était surexprimée lors des traitements avec les anti-VEGF et était 

associée à une augmentation de la sécrétion de VEGF-A (Dumond et al., 2020; Lorés-Motta et 

al., 2016). De plus, il a été montré que des patients traités avec de l’alfibercept montraient une 

diminution de VEGF-A, mais une augmentation de PIGF (Zehetner et al., 2015). Ainsi, des 

systèmes compensatoires pourraient être à l’origine des résistances aux traitements par anti-

VEGF. Cependant, ces mécanismes restent encore mal connus et des études complémentaires 

sont nécessaires afin d’approfondir nos connaissance sur ces mécanismes (Sharma et al., 2023).   

  

D.1.2. Photocoagulation 

La photocoagulation au laser thermique est la technique la plus ancienne, elle a été pendant 

longtemps le seul recours face à la DMLA néovasculaire. Ce traitement n’est effectif que dans 

les cas de DMLA néovasculaire, il consiste à produire une brûlure thérapeutique dans une 

zone précise afin de stopper les saignements et de limiter la croissance des néovaisseaux. Ce 

traitement impacte non seulement les néovaisseaux, mais aussi l’EPR et le reste de la rétine 

produisant un scotome irréversible. Il n’est donc utilisé qu’en dernier recours pour traiter la 

DMLA néovasculaire extrafovéolaire. Il reste cependant utilisé dans les formes très avancées 

de DMLA présentant des résistances au traitement anti-VEGF.   
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D.2. Traitements préventifs  
D.2.1. Suppléments alimentaires 

Des études à grande échelle (Age-related disease study, AREDS) ont mis en évidence les 

bénéfices d’une supplémentation en vitamines et minéraux dans le cadre de la prévention de 

la DMLA avec une réduction de 25 % du risque de bi-latérisation à cinq ans (Age-Related Eye 

Disease Study Research Group, 2001). Suite à ces études, la Haute Autorité de Santé (HAS) 

recommande une supplémentation alimentaire en anti-oxydants (vitamines C & E, β carotène, 

lutéine, zéaxanthine), oligo-éléments (zinc, cuivre) et des oméga-3 dans les cas de DMLA uni-

latérale afin de prévenir l’atteinte du deuxième œil. Ainsi, une supplémentation de molécules 

anti-oxydantes et oméga-3 semble être un axe de recherche prometteur pour prévenir 

l’apparition de la maladie. 

Ces études ont ouvert la voie à de nombreuses recherches sur le rôle de l’alimentation et 

notamment sur les molécules anti-oxydantes dans la prévention de la maladie. Parmi ces 

molécules anti-oxydantes, les polyphénols connus pour leurs multiples actions biologiques 

semblent être de bons candidats. En effet, les polyphénols ont été connus à la suite de la 

découverte du « French paradoxe » qui faisait l’observation d’une faible incidence des maladies 

cardiovasculaires chez les Français. L’hypothèse principale du paradoxe suggère que la 

consommation de vin rouge était bénéfique en raison de sa forte teneur en resvératrol (Jeandet 

et al., 1993).  

 

D.2.2. Le resvératrol 

Le resvératrol (RSV) est l’un des polyphénols les plus emblématiques dans le domaine de 

la santé. Très largement étudiés, les bienfaits du resvératrol ont été démontrés dans diverses 

maladies telles que les maladies oculaires (Delmas et al., 2021). En raison de son pouvoir anti-

oxydant, le RSV pourrait protéger les tissus oculaires contre le stress oxydatif de la même 

manière que les anti-oxydants présents dans les fruits et légumes (vitamines C, E et 

caroténoïdes) pour lesquels des études ont démontré que leur consommation pouvait retarder 

ou empêcher le développement de maladies rétiniennes (Age-Related Eye Disease Study 

Research Group, 2001). Il a été démontré, in vitro, que le RSV pouvait protéger les cellules de 
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l’EPR (ARPE-19)  contre les effets néfastes d’un inducteur du stress oxydant, l’H2O2 (King et 

al., 2005). En effet, le RSV, peut non seulement piéger les radicaux libres des espèces réactives 

de l’oxygène (ERO) (Leonard et al., 2003), mais aussi moduler, de manière dose dépendante, 

l’activité d’enzymes anti-oxydantes telles que le superoxyde dismutase (SOD), le glutathion 

peroxydase (GPx) et la catalase (Yang et al., 2019). Par ailleurs, le RSV est aussi capable 

d’augmenter l’activité bioénergétique mitochondriale (Neal et al., 2020). La régulation 

positive de ces enzymes permet l’élimination des espèces réactives de l’oxygène (ERO) et ainsi 

protège les cellules des dommages oxydatifs et de l’apoptose (Figure 19). En effet, différentes 

études réalisées in vitro, dans des cellules de l’EPR (ARPE-19) ont démontré que les RSV 

avaient un effet anti-oxydant sur les cellules de l’EPR lors d’une induction de stress oxydant 

par divers facteurs H2O2 (King et al., 2005) , UV (Chan et al., 2015), pollution et fumée de 

cigarette (Kode et al., 2008). Le RSV peut activer Nrf2 permettant ainsi d’augmenter les 

enzymes anti-oxydantes présentes dans les mitochondries. De plus, ces études ont aussi 

montré que le RSV pouvait réguler positivement Sirt1 et ainsi augmenter l’activité 

mitochondriale (Zhou et al., 2021).  

Par ailleurs, le RSV est aussi connu pour son activité anti-inflammatoire. Tout d’abord, 

grâce à son activité anti-oxydante, le RSV peut diminuer la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-8 et l’IL-6 induites lors d’un stress oxydant. (Bhattarai et al., 

2020; Neal et al., 2020). Le RSV peut aussi réguler des facteurs moléculaires clés de 

l’inflammation impliqués dans de nombreuses voies de signalisation régulant la réponse 

inflammatoire (Figure 19). Ces données mettent en évidence que le RSV pourrait être utilisé 

pour prévenir les stades précoces de la maladie en limitant le stress oxydant et l’inflammation 

impliqués dans l’initiation de la DMLA. De plus, le RSV est aussi connu pour ses effets anti-

angiogéniques, ces effets ont notamment été démontrés dans un modèle murin d’angiogenèse 

choroïdienne induite par impact laser (Courtaut et al., 2021a).  

 L’ensemble de ces études met en lumière les effets bénéfiques que pourrait avoir l’apport de 

resvératrol chez les patients. Bien que le resvératrol soit l’un des polyphénols les plus étudiés, 

il n’est pas le seul présentant des effets bénéfiques. En effet, les polyphénols forment une 

grande famille de molécules, l’étude de ces diverses molécules semble être prometteur dans le 

cadre de la santé et notamment dans le contexte de la DMLA.   
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Figure 19. Effets du resvératrol dans un contexte de dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) 

néovasculaire.
Le resvératrol pourrait prévenir le stress oxydatif impliqué dans le développement et la progression 
de la maladie. Divers facteurs environnementaux produisent des radicaux libres, entraînant un stress 
oxydatif dans les tissus oculaires et provoquant par conséquent l'apparition de maladies telles que la 
DMLA. D'une part, le RSV est capable de piéger les radicaux libres (O2-) et d'activer le superoxyde 
dismutase (SOD) ou le glutathion réductase (GR), d'autre part, il inhibe l'inflammation par la 
réduction de diverses cytokines pro-inflammatoires et bloque la voie de signalisation induite par le 
facteur de croissance de l'endothélium vasculaire-A (VEGF-A) laquelle joue un rôle majeur dans 
l’angiogenèse (adapté de Delmas et al., 2021). 
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E. Polyphénol de la vigne et du vin & DMLA 

Les polyphénols sont une grande famille de molécules organiques produites par de 

nombreuses plantes en réponse à un stress biotique ou abiotique (Ahuja et al., 2012; Serag et 

al., 2023). Étudié dans un premier temps en biologie végétale, l’intérêt des polyphénols a 

surtout porté sur leurs activités antifongiques. Les polyphénols ont généré beaucoup 

d’engouement pendant les années 90 à la suite du postulat « French paradox ». Depuis ce jour, 

les polyphénols suscitent beaucoup d’intérêt dans le domaine de la santé. Certaines études ont 

démontré que le vin rouge contenait non seulement une quantité importante de resvératrol 

(Tableau 3), mais aussi une grande variété de composés phénoliques qui pourraient eux aussi 

avoir un effet bénéfique sur la santé et notamment sur la DMLA.  

Tableau 3. Concentration en resvératrol dans divers aliments. Adapté de (Delmas et al., 2021; 

Weiskirchen and Weiskirchen, 2016) 

Aliments 

Quantité en resvératrol Référence 

Vin rouge 0,362-1,979 mg/L (Jeandet et al., 1993) 

Pomme 400 µg/Kg (Farneti et al., 2015) 

Vin blanc 0,057-0,390 mg/L (Romero-Pérez et al., 1996) 

Chocolat noir 350 µg/Kg (Hurst et al., 2008) 

Peau du raisin 27,5 µg/g (Careri et al., 2003) 

Cacahuète 0,03-0,14 µg/g (Sanders et al., 2000) 

Myrtille 0,03 µg/g (Lyons et al., 2003) 

 

E.1. Structure chimique  

Les polyphénols possèdent une structure commune composée d’un noyau aromatique avec 

un ou plusieurs groupements hydroxyles (Pietta et al., 2003). Les variations de leurs squelettes 

chimiques ont permis de les classifier en différentes classes comprenant les non-flavonoïdes et 

les flavonoïdes. Ces derniers sont divisés en plusieurs sous-classes comprenant les 
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stilbenoïdes, les lignanes, les tanins, les diarylheptanoïdes, les amides polyphénoliques, les 

anthraquinones (Rambaran, 2020).  

Figure 20. Structure chimique des polyphénols du vin  

Les polyphénols du vin se divisent en quatre classes : les acides phénoliques, les flavonoïdes, les 

lignanes et les stilbènes. Adapté de Delmas et al., 2021. 

 

E.1.1. Les non-flavonoïdes  

Les acides phénoliques sont composés d’un cycle aromatique possédant au moins une 

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les principaux acides phénoliques 

retrouvés dans le vin sont les acides galliques, caféiques, acide férulique. 

 Les stilbènes, dont le plus connu reste le resvératrol, se caractérisent par deux cycles 

aromatiques reliés entre eux par un pont d’éthylène. Principalement présent dans la pellicule 

des raisins, il a été observé que les formes trans étaient majoritaires par rapport aux formes 

cis. Les stilbènes sont synthétisés par les plantes lors d’un stress biotique ou abiotique, ils font 

partie des phytoalexines (Parage et al., 2012).  

 

E.1.2. Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont les polyphénols les plus abondants dans le règne végétal (Manach et 

al., 2004). Ils sont composés de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par un hétérocycle (C).   
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Les flavonoïdes sont subdivisés en différents groupes en fonction de l’état d’oxydation de 

l’hétérocycle comprenant les flavanols, les anthocyanes, les flavonones, les flavonols ainsi que 

les flavones et isoflavones :  

Les flavanols ou flavan-3-ols se caractérisent par une hydroxylation sur l’hétérocycle. Ils se 

déclinent ensuite en différents degrés d’hydroxylation sur les deux cycles aromatiques. 

Présents sous forme de monomère, les flavanols peuvent aussi former des oligomères ou des 

polymères pour former des tanins condensés ou des proanthocyanidines. Les flavan-3-ols les 

plus répandus sont les dérivés de la catéchine et de l’épicatéchine. On les retrouve 

principalement dans les pépins ainsi que dans la peau des raisins, et sont responsables de la 

sensation d’astringence lors de leur interaction avec la salive (Aron and Kennedy, 2008). 

 Les anthocyanes sont des hétérosides d’anthocyanidines. Ils présentent différents nombres 

d’hydroxyles et de méthoxyles. Les glycosides de la malvidine sont les anthocyanes les plus 

répandues dans les raisins rouges et leurs dérivés (vin rouge). On retrouve les anthocynes 

uniquement dans la peau des raisins et ils sont responsables de leur couleur (He and Giusti, 

2010).  

 Les flavanones se caractérisent par un hétérocycle saturé et sont différenciés grâce au 

nombre ainsi qu’à la position des groupements hydroxyles et méthoxy (Gopinath et al., 2018).  

 Les flavonols se caractérisent par un groupe hydroxyle ainsi qu’une insaturation sur 

l’hétérocycle. Ils sont présents au niveau de la peau du raisin. Bien que la quantité de flavonols 

soit moindre que celle d’anthocynes, les flavonols sont les phénols les plus présents dans la 

pellicule du raisin (Gopinath et al., 2018)..  

 Les flavones se caractérisent par un hétérocycle insaturé et ne possèdent pas de groupe 

hydroxyle (Gopinath et al., 2018)..  

 Les isoflavones sont des isomères des flavones. Comme ces derniers, les isoflavones 

possèdent un cycle aromatique (B) relié à un hétérocycle (C). Cependant, l’hétérocycle est relié 

au second cycle aromatique (A) en position 2 et non en position 3 (Li et al., 2023).  

 

E.2. Les polyphénols du vin rouge et santé  

Dans le domaine de la santé, le vin rouge est surtout connu pour ses fortes teneurs en 

resvératrol qui est le polyphénol le plus emblématique. Il est vrai que le vin rouge contient 

une grande quantité de ce polyphénol. Cependant, ce n’est pas le seul polyphénol présent. En 
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effet, les vins rouges possèdent une grande variété de composés phénoliques et ce plus que 

d’autres boissons telles que le jus de raisin. La vinification joue un rôle très important dans la 

composition du vin rouge. Si l’on compare la composition du vin rouge avec un jus de raisin, 

on constate que le vin possède davantage de composés phénoliques que les autres produits 

dérivés du raisin (Manach et al., 2004).  

Les polyphénols sont principalement localisés dans la peau et les pépins du raisin, ainsi, 

lors de la vinification, les composés phénoliques sont extraits. Il est aussi important de noter 

que la qualité et la quantité de polyphénols dans le vin rouge dépendent des cépages, du type 

de raisin et du temps de conservation. La variabilité de la composition des vins rouges rend 

plus difficile la généralisation des études concernant leurs effets bénéfiques sur la santé. 

Certaines études permettent néanmoins d’avoir une idée globale de la composition de 

différents vins rouges. Bien que les études actuelles se soient principalement focalisées sur le 

resvératrol (voir partie D.2), de nombreux autres composés phénoliques du vin rouge 

possèdent eux aussi des effets bénéfiques. 

 

E.3. Extrait sec de vin rouge enrichi en polyphénols   

Les études antérieures de notre équipe ont montré qu’un extrait sec de vin rouge (red wine 

extract, RWE) enrichi en polyphénols peut agir sur l'inflammation en réduisant la sécrétion de 

certaines cytokines pro-inflammatoires produites par les cellules immunitaires (Chalons et al., 

2020), ainsi qu'en atténuant la formation d'un complexe inflammatoire dans les macrophages 

tels que NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain-containing 3) (Chalons et al., 2018). 

Ces effets ont été confirmés par d'autres études, où le RWE a démontré sa capacité à réduire 

la croissance tumorale de cellules cancéreuses CT26 chez les souris BALB/c ainsi que 

l'expression du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Walter et al., 2010). Ce 

facteur est non seulement essentiel pour la néo-angiogenèse, impliqué dans la croissance 

tumorale ainsi que dans la propagation des cellules métastatiques, mais est également 

impliqué dans d'autres pathologies telles que la dégénérescence maculaire liée à l'âge (DMLA). 

Les effets bénéfiques d’une alimentation riche en polyphénols ont été démontrés dans 

diverses pathologies y compris dans les maladies oculaires telles que la DMLA (Delmas et al., 

2021; Gopinath et al., 2018) (Tableau 4).  
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E.3.1. Effet anti-oxydant des polyphénols du vin rouge  

L’effet santé le plus connu des polyphénols reste leur pouvoir anti-oxydant. De nombreuses 

études ont montré les effets bénéfiques de divers polyphénols contre le stress oxydant 

(Tableau 4). Ces études ont, dans un premier temps, montré in vitro sur des cellules humaines 

de l’EPR (ARPE-19) que différents polyphénols (acide caféique, cyanidine, malvidine, 

resvératrol, epicatéchine, querctine, piceaténol, delphidine,…) avaient un effet protecteur en 

augmentant la survie cellulaire lors d’une induction du stress oxydant par divers stimuli 

(H2O2, lumière bleue, iodate de sodium, fumée de cigarette, nicotine ; voir Tableau 4).  De plus, 

ces études ont montré que cette survie était accompagnée d’une diminution des ERO 

intracellulaires. Certaines études ont aussi permis d’approfondir les mécanismes d’action des 

polyphénols. En effet, certains polyphénols (acide caféique, delphinidine, malvidine, 

viniférine, tableau 4) peuvent augmenter l’activité des enzymes anti-oxydantes (catalase, 

superoxyde dismutase) lors d’un stress oxydant provoqué par (H2O2, lumière bleue, tableau 

4). L’augmentation de l’activité enzymatique pourrait être expliquée par l’augmentation de 

Nrf2. En effet, il a été montré in vitro que la quercétine, le piceatannol et la delphidine 

pouvaient augmenter l’expression protéique de NRF2 à la suite d’un stress oxydant (H2O2 ou 

fumée de cigarette, voir tableau 4).  

L’effet anti-oxydant des polyphénols du vin a été confirmé dans quelques études in vivo. En 

effet, il a été montré que l’épicatéchine pouvait réduire les pertes mitochondriales induites  

par l’iodate de sodium (40 mg/Kg) dans des souris C57BL/6 (Peng et al., 2022; tableau 4).  Par 

ailleurs, la quercétine permet aussi d’augmenter l’activité enzymatique de la SOD, de la 

catalase et de la GSH dans des rétines de souris Balb/C traitées avec de l’iodate de sodium (40 

mg/Kg ; Hsu et al., 2021, 2021; tableau 4).  

 

E.3.2. Effet anti-inflammatoire des polyphénols du vin rouge 

Le stress oxydant et l’inflammation sont deux processus intrinsèquement liés dans la 

progression de la DMLA. En effet, l’induction d’un stress oxydant in vitro dans différents 

modèles cellulaires (cellules de l’EPR de singe, hESC-EPR, ARPE-19, voire tableau 4) et 

différents inducteurs (H2O2, lumière bleue, fumée de cigarette, voire tableau 4) provoquent 

une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire (IL-6, IL-8, IL-1β, TNF-α, 
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MCP-1) ainsi que l’augmentation de leur expression ARNm. Certaines études ont montré que 

plusieurs polyphénols (acide gallique, quercétine, cyanidine, viniférine) étaient capables de 

réduire l’expression d’ARNm ainsi que la sécrétion de ces cytokines et ainsi réduire 

l’inflammation induite par stress oxydant (Tableau 4).  

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la diminution de la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, certaines études in vitro ont montré que certains 

polyphénols (viniférine, acide gallique, cyanidine, tableau 4) pouvaient diminuer l’expression 

de l’ARNm de Nf-κB et de NLRP-3. Néanmoins, d’autres études seraient nécessaires pour 

approfondir les mécanismes moléculaires impliqués dans cette réduction de l’inflammation. 

  

E.3.3. Effet anti-angiogénique des polyphénols du vin rouge 

En supplément de leurs effets anti-oxydants et anti-inflammatoires, les polyphénols sont 

aussi connus pour leurs effets anti-angiogénique dans diverses pathologies telles que le 

cancer (Bhosale et al., 2020). Dans le contexte de la DMLA, il a été montré que les polyphénols 

pouvaient réduire la néo-angiogenèse induite dans la rétine (Tableau 4). En effet, in vivo, il a 

été montré que l’acide caféique, la quercétine et un extrait contenant de la viniférine et de 

l’acide gallique permettaient de prévenir la dégénérescence induite dans la rétine de modèles 

murins (tableau 4). Kim et al ont montré que l’acide gallique pouvait réduire l’angiogenèse 

induite par hypoxie dans des souris C57BL/6 (tableau 4). Du point de vue moléculaire, de 

nombreuses études ont permis de montrer que plusieurs polyphénols (acide caféique, 

quercétine, extrait contenant de la viniférine et de l’acide gallique) pouvaient diminuer la 

sécrétion ainsi que l’expression d’ARNm du VEGF-A dans des cellules de l’EPR traitées avec 

des molécules pro-oxydantes (H2O2, lumière bleue) ou avec du VEGF recombinant (tableau 4). 

Les études de Lee et al.  ont permis de montrer in vitro, que la quercétine pouvait diminuer 

l’expression de protéique de VEGF-R2 et ainsi diminuer la sécrétion de VEGF-A dans des 

cellules dérivées de photorécepteurs traitées avec du VEGF recombinant (tableau 4). De plus, 

Shanmuganathan et Angayarkanni ont montré que l’acide gallique pouvait diminuer 

l’expression de ERK et de p38 impliqués dans l’angiogenèse.   

Ainsi, l’ensemble de ces études in vitro et in vivo suggèrent que les polyphénols pourraient 

être utilisés afin de prévenir ou de ralentir la survenue de la maladie ainsi que de ralentir sa 
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progression. Néanmoins, des études complémentaires sont nécessaires afin d’élargir ces 

connaissances sur les mécanismes moléculaires régulés par les polyphénols.   

  

Tableau 4. Effets des polyphénols de la vigne et du vin dans des modèles in vivo et in vitro de 

dégénérescence maculaire liée à l’âge.  

Composé 

phénolique Espèce Model Effets Référence 

Acide gallique Singe et 

poulet 

In vitro : RF/6A 

(Cellules 

endothéliales 

choroïdiennes 

rétiniennes de 

singe) (dérivé de 

sérum 16 h, acide 

gallique 50-100 

µM & TNFα ; 

5 ng/mL ; 48 h) 

Ex vivo : 

embryon de 

poule (acide 

gallique ; 25 µM 

et TNF-α ; 20 ng ; 

6h) 

In vitro : 

• Diminution de 

la sécrétion de 

TNF-α, d’IL-6, 

d’IL-8 et de 

MCP-1. 

Ex vivo : 

• Diminution de 

l’angiogenèse 

(Shanmuganath

an and 

Angayarkanni, 

2018) 

Acide caféique 

(dérivé nitré) 

Homme In vitro : ARPE-

19 (lignée 

cellulaire de 

l’épithélium 

pigmentaire 

rétinien humain) 

( acide caféique 

(dérivé nitré) ; 1-

100 µM & H2O2, 

2 mM ; 2 h) 

 

In vitro : 

• Diminution 

d’ERO 

intracellulaires 

• Augmentation 

de la survie 

cellulaire 

• Augmentation 

de l’activité de 

l’hème 

oxygénase. 

(Pittalà et al., 

2017) 

Acide caféique 

(Ester 

phénéthylique) 

Homme In vitro : ARPE-

19 (Acide 

caféique (Ester 

phénéthylique) ; 

5-30 µM ; 24 h 

puis H2O2, 

600 µM ; 16 h) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’expression 

d’ARNm et de 

la sécrétion de 

VEGF-A 

(Dinc et al., 

2017) 

Acide caféique Homme, 

Souris 

In vitro : Cellules 

endothéliales 

In vitro : (Kim et al., 

2009) 
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microvasculaires 

de la rétine 

humaine 

(HRMEC) (acide 

caféique ; 100 

µM puis VEGF 

recombinant ; 

20 ng/mL ; 24 h 

ou H2O2 ; 

100 nM ; 12 h) 

In vivo : 

Souris C57BL/6, 

(néovascularisati

on de la rétine 

induite par 

hypoxie ; 5 jours 

puis injection 

intravitréenne 

d’acide caféique 

(100 µM) 

• Diminution de 

la sécrétion de 

VEGF-A 

• Diminution de 

la migration 

cellulaire. 

• Diminution des 

ERO 

intracellulaires 

In vivo : 

• Diminution de 

la 

néovascularisati

on 

cyanidine, 

delphinidine, 

malvidine, trans-

resvératrol, et 

procyanidine B2 

(extrait 

polyphénolique de 

myrtille) 

Homme In vitro : ARPE-

19 (extrait ; 30 

µg/mL & 

exposées à la 

lumière bleue 

(470 nm ; 500 

lumens) durant 

24 h 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose 

• Diminution des 

ERO 

intracellulaire 

(Ogawa et al., 

2023) 

Epicatechine Souris In vivo : 

Souris C57BL/6 

(supplémentatio

n orale 

épicatechine (100 

mg/Kg/jour ; 

gavage) et iodate 

de sodium 

(40 mg/Kg) 

durant 7 jour 

In vivo : 

• Protection de la 

dégénérescence 

rétinienne 

• Réduction des 

drusen 

• Prévention 

partielle des 

fonctions 

visuelles 

• Réduction des 

pertes 

mitochondriales 

(Peng et al., 

2022) 
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Epicatechine Homme, 

rat 

In vitro : ARPE-

19 et R28 (cellule 

précurseur de la 

rétine de rat) 

(épicatéchine ; 5 

µM ; 1h puis 7-

cétocholestérol ; 

30 µg/mL ; 24h 

supplémentaires.  

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose sur 

les ARPE-19 

• Pas d’effets sur 

l’apoptose des 

cellules R28. 
 

(Neekhra et al., 

2020) 

Epicatechine Homme In vitro : ARPE-

19, cellules 

endothéliales 

microvasculaires 

humaines 

(HMVEC) et R28 

(épicatéchine ; 5 -

10 µM ; 4h puis 

nicotine ; 0,1-10 

mM ; 24h) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose. 

 

 

(Patil et al., 

2009) 

Quercétine Homme In vitro : Cellules 

embryonnaires 

humaines 

dérivées en 

cellule de l’EPR 

(hESC-RPE) 

(quercétine ; 5 

µM et H2O2; 

200 µM ; 2 h.  

In vitro : 

• Diminution de 

l’expression 

d’ARNm d’IL-6 

et TGF-β 

(Gao et al., 

2022) 

Quercétine Homme, 

Souris 

In vitro : ARPE-

19 (quercétine ; 

1,25 à 5 µM ; 

1h30 puis iodate 

de sodium ; 3 

mM ; 15 h) 

 

In vivo : Souris 

BALB/c (iodate 

de sodium ; 

40 mg/Kg et 

quercétine ; 100 

mg/Kg ; une 

seule injection 

intraveinneuse) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose. 

• Diminution des 

ERO 

intracellulaires 

In vivo : 

• Protection de la 

dégénérescence 

rétinienne 

• Augmentation 

de l’activité 

enzymatique de 

SOD, catalase et 

GSH 

(Hsu et al., 

2021) 
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Quercétine Homme In vitro : ARPE-

19 (quercétine ; 

1-100 nM et 

fumée de 

cigarette ;4 % ; 

24 h.   

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose. 

• Diminution de 

la sécrétion 

d’IL-1β, IL-6, 

IL-8, MCP-1 

• Augmentation 

de l’expression 

protéique de 

Nrf2 et KEAP1 
 

(Zhu et al., 

2019) 

Quercétine 
 

In vitro : 

Cellules 661W 

dérivées de 

photorécepteurs 

coniques de 

souris 

(quercétine ; 100 

nM et VEGF 

recombinant ; 20 

ng ; 16h)  

In vitro : 

• Diminution de 

l’expression de 

protéine 

impliquée dans 

les voies de 

signalisation de 

Nf-κB, du 

récepteur VEGF

-R2 

(Lee et al., 2017) 

Quercétine Homme In vitro : ARPE-

19 (quercétine ; 

20 µM et H2O2 ; 

300 µM ; 24h) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose 

• Diminution 

d’ERO 

intracellulaire 

• Augmentation 

de l’expression 

protéique de 

Nrf2 

(Weng et al., 

2017) 

Quercétine Homme Ex vivo : Cellules 

de l’EPR 

obtenues de 

donneurs post-

mortem 

(quercétine 100 

µM ; 

hyperosmolarité) 

Ex vivo : 

• Diminution du 

stress oxydatif 

(Veltmann et 

al., 2016) 

Piceatanol Homme In vitro : ARPE-

19 (piceatanol ; 

5-15 µM ; 24h 

puis H2O2 ; 

300 µM ; 24 h) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose 

• Augmentation 

de l’expression 

(Hao et al., 

2019) 
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protéique 

d’enzymes anti-

oxydantes 

• Augmentation 

de l’expression 

protéique de 

Nrf2 et Keap1 

Piceatanol, 

resvératrol et 

lutéine 

Homme In vitro :  

ARPE-19 

(A2E ;20 µM 

durant 7 jours ; à 

J3 et J10 : 

piceatanol (3,75-

60 µM) ou 

resveratrol (3,75-

60 µM) ou 

lutéine (30 µM) 

et à j11 : lumière 

bleue ; 430 nm ; 

4,02 J/cm² ; 

7 min) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose 

• Diminution du 

stress oxydant 

(Kang and 

Choung, 2016) 

Delphindine Homme In vitro : ARPE-

19 (Delphinidine 

25-100 µG et 

H2O2 500 µM ; 

4 h) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose 

• Diminution 

d’ERO 

intracellulaire 

• Augmentation 

de l’activité 

enzymatique de 

SOD, catalase, 

GSH 

• Augmentation 

de l’expression 

nucléaire de 

Nrf2 

(Ni et al., 2019) 

Delphindine, 

cyanidine ou lutein 

Homme In vitro : ARPE-

19 (5µM de 

delphinidine, 

cyanidine ou 

lutéine ; 60 min 

puis lumière 

bleue ; 90 s ; 

312 nm ; 5,8 

W/m) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose 

• Diminution 

d’ERO 

intracellulaire 

(Silván et al., 

2016) 
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Cyanidine 3-

glucoside 

Homme In vitro : ARPE-

19 (cyanidine-3-

glucoside ; 10-

100 µM ; 2h puis 

4-

hydroxyhexenal ; 

50 µM ; 24 h) 

In vitro : 

• Diminution de 

l’apoptose 

• Diminution de 

la sécrétion 

d’IL-1β 

• Diminution de 

l’expression 

d’ARNm d’IL-

1β, NLRP3 et 

caspase 1 
 

(Jin et al., 2018) 

Malvidin, 

Malvidin-3-

glucoside et 

Malvidin-3-6-O-

glucoside 

Homme In vitro : ARPE-

19 (H2O2) 

In vitro : 

• Diminution 

d’ERO 

intracellulaire 

• Augmentation 

de l’activité 

enzymatique de 

SOD 

(Liu et al., 2021) 

Dipterocarpus 

tuberculatus 

extract 

contenant notamm

ent ε-viniférine et 

l’acide gallique 

Human 

Souris 

In vitro : ARPE-

19 (extrait ; 50-

200 µg/mL ; 24h 

puis A2E ; 

20 µM ; 24 h & 

lumière bleue ; 

430 nm ; 

6000 Lux ; 

10 min) 

In vivo : Souris 

Balb/c (extrait ; 

100-200 

mg/Kg/jour ; 

administration 

oral durant 4 

jours et lumière 

bleue ; 2 h) 

In vitro : 

• Diminution 

d’ERO 

intracellulaire 

• Augmentation 

de l’activité de 

SOD. 

• Augmentation 

de la survie 

cellulaire 

• Diminution de 

l’expression des 

MMP-2 et -9et 

de l’expression 

de VEGF et 

NLRP3 

• Diminution de 

l'expression 

d’ARNm de 

TNF-a, IL-1β, 

IL-6 et NF-kB. 

In vivo : 

• Protection de la 

dégénérescence 

(Lee et al., 2023) 
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Résumé : Les maladies oculaires constituent actuellement un problème majeur de 
santé publique en raison du vieillissement de la population ainsi que des nouveaux 
modes de vie. Ainsi, de nouvelles stratégies de traitement ont été développées ces 
dernières décennies avec notamment des injections intraoculaires d’anticorps 

monoclonaux. Les études portant sur la prévention des maladies oculaires ont 
permis de souligner l’importance du régime alimentaire dans la survenue de ces 

maladies. Récemment, des molécules anti-oxydantes telles que le resvératrol ont fait 
l'objet d'une grande attention en tant qu'outils potentiels contre diverses maladies 
oculaires. Dans cette revue, nous nous concentrons sur les mécanismes du 
resvératrol contre les maladies oculaires, en particulier la dégénérescence maculaire 
liée à l'âge (DMLA), le glaucome, la cataracte, la rétinopathie diabétique et la 
vitréorétinopathie. Nous analysons, en relation avec les différentes étapes de chaque 
maladie, les propriétés du resvératrol à de multiples niveaux, tels que la 
signalisation cellulaire et moléculaire ainsi que les effets physiologiques. Nous 
montrons et discutons des effets du resvératrol sur les espèces réactives de 
l'oxygène, la régulation des processus inflammatoires, ainsi que de son rôle dans la 
prévention de ces maladies grâce à une action épigénétique potentielle par 
l'activation de la sirtuine-1. Enfin, quelques essais cliniques permettent 
d’approfondir les connaissances sur les différents modes d’administration du 

resvératrol chez l’homme. Cette revue permet de mettre en lumière le rôle que 

pourrait avoir le resvératrol dans la prévention des maladies oculaires. Cependant, 
d'autres études précliniques et cliniques sont nécessaires afin de mieux comprendre 
l'activité potentielle du RSV chez l’homme.

Mots clés : Resvératrol, polyphénols, nutraceutique, maladies oculaires, œil, DMLA, 

angiogenèse, rétinopathie diabétique, cataracte. 
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Abstract: Eye diseases are currently a major public health concern due to 

the growing number of cases resulting from both an aging of populations 

and exogenous factors linked to our lifestyles. Thus, many treatments 

including surgical pharmacological approaches have emerged, and special 

attention has been paid to prevention, where diet plays a preponderant 

role. Recently, potential antioxidants such as resveratrol have received 

much attention as potential tools against various ocular diseases. In this 

review, we focus on the mechanisms of resveratrol against ocular diseases, 

in particular age-related macular degeneration, glaucoma, cataract, 

diabetic retinopathy, and vitreoretinopathy. We analyze, in relation to the 

different steps of each disease, the resveratrol properties at multiple levels, 

such as cellular and molecular signaling as well as physiological effects. 

We show and discuss the relationship to reactive oxygen species, the 

regulation of inflammatory process, and how resveratrol can prevent 

ocular diseases through a potential epigenetic action by the activation of 

sirtuin-1. Lastly, various new forms of resveratrol delivery are emerging 

at the same time as some clinical trials are raising more questions about 

the future of resveratrol as a potential tool for prevention or in therapeutic 

strategies against ocular diseases. More preclinical studies are required to 

provide further insights into RSV' s potential adjuvant activity. 

Keywords: resveratrol; polyphenols; nutraceutical; ocular diseases; eyes; 

AMD; angiogenesis; diabetic retinopathy; cataract 

 

 

1. Introduction 
The number of visually impaired people of all ages is estimated to be 285 million 

worldwide, of whom 39 million are blind [1]. The leading causes of blindness and low 

vision are primarily age-related eye diseases such as age-related macular degeneration 

(AMD), cataract, diabetic retinopathy (DR), and glaucoma. The molecular mechanisms 

seem to be involved in many common steps, such as early oxidative stress, an 

inflammatory-associated process, and often over-angiogenesis. Visual impairment is a 

major global health issue, partly due to an aging world population, and the search for 

preventive or therapeutic strategies is therefore an important issue. Thus, of the dietary 

microcomponents that can participate in these strategies against ocular diseases, 

polyphenols could be good candidates (Figure 1). Indeed, various studies have shown 

that polyphenols may protect against numerous diseases (i.e., vascular diseases, 

cancers, and associated inflammatory disorders) [2–4]. These phytomolecules have 

cellular targets similar to those of the new drugs developed by pharmaceutical 

companies. Indeed, more than 1600 patents are currently reported concerning 

flavonoids and 3000 patents concerning polyphenols. Pleiotropic pharmaceutical 

activities are claimed in fields such as cancer, inflammatory arthritis, eye diseases, and 

many other domains. One of the best known is the polyphenol resveratrol, which is a 

trans-3,4′,5-trihydroxystilbene (Trans-RSV) (Figure 1) and appears to be of great interest 

in the prevention of these pathologies. Resveratrol (RSV) presents a myriad of beneficial 

health effects and acts at multiple levels such as cellular signaling, enzymatic pathways, 

apoptosis, and gene expression to prevent or fight coronary heart damage, cancer, and 
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degenerative diseases in in vitro and in vivo studies [5–8]. Due to its multiple biological 
properties, RSV could help fight the main molecular events of ocular pathologies 
through its antioxidant power, as well as its anti-inflammatory and anti-angiogenic 
properties. In this review, we focus only on RSV with whom we have been working for 
more than 20 years on the elucidation of biological properties and also because it is one 
of the only polyphenols so that there are both very many robust studies on the 
molecular mechanisms on several ocular pathologies but also some clinical studies. 
Thus, this present review concentrates on the current knowledge of the mechanism of 
RSV on some of the main ocular disorders such as AMD, glaucoma, cataract, and DR. 
We describe cellular and molecular actions of RSV, as well as its potential epigenetic 
action in ocular disease prevention. Furthermore, a number of clinical trials have been 
conducted to test the efficacy of RSV in some cases of AMD. Lastly, we discuss the 
potential use of RSV and its new formulations in association with other therapeutic 
drugs. 

Figure 1. Chemical structures of polyphenols. Polyphenols that are ubiquitous in plants can be 
divided into four classes: phenolic acids such as caffeic acid, flavonoids including quercetin and 
genistein, the lignans, and the stilbenes, to which resveratrol belongs.

2. The origins of Resveratrol
RSV is a secondary metabolite produced in a small number of plant species. It was 

first isolated in 1940 from the root of Veratrum grandiflorum, which is a common flower 
of the Eurasian grasslands [9]. The root of the word “resveratrol” is a combination of

the Latin prefix Res, meaning “which comes from”, veratr, from the plant “Veratrum”, 

and the suffix ol, indicating that it contains “alcohol” chemical groups. Veratrum 

grandiflorum has been reported to synthesize RSV and analogues. It is interesting to 
note that root powder of Veratrum album has long been used at medium altitude in 
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Northern Europe, Asia, and Japan to treat rheumatism and nervous diseases. However, 

Veratrum album contains potent toxic alkaloids: the protoveratrines A & B. The RSV 

precursor is phenylalanine and the Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 1295 3 of 29 key cellular 

enzyme is stilbene synthase, which initiates the synthesis pathway toward RSV instead 

of toward flavonoids through chalcone synthase [10]. Therefore, RSV can be classified 

either as a stilbene or as a polyphenol (Figure 1). Firstly, a significant amount is found 

in the leaves when the plant is damaged by chemical treatments [11]; secondly, the roots 

and rhizomes are relatively rich in RSV and, as such, were used as a crude preparation 

to treat hypertension in the East (Table 1) [12]. One of the richest sources of RSV is 

Japanese knotweed (barnbuo japonaise) Polygonum cuspidatum, root extract. These 

roots play an important role in ancient Chinese and Japanese natural medicine [13,14]. 

Its presence has been reported in many trees including eucalyptus [15,16], the spruce 

[17], and tropical trees like Bauhinia racemosa [18]. RSV has been identified in a small 

number of flowering plants; only two species of hellebore, Veratrum grandiflorum and 

Veratrum formosanum, are able to synthesize this compound. RSV is also present in 

Pterolobium hexapetallum, a legume [19]. Cotyledons such as peanut Arachis 

hypogaea synthesize a set of stilbene—phytoalexins including RSV with concentrations 

significantly increased in response to infection, injury, and ultra-violet (UV) irradiation 

[20–24]. The importance of RSV in plant biology lies in its ability to inhibit the growth 

of fungal infection, a property that has allowed it to be included in the class of antibiotic 

plants: phytoalexins. Due to its function as a phytoalexin and its role as a marker of 

infection by various pathogens, this interest in RSV mainly concerns vines (Vitaceae). 

The first report describing the structure and presence of RSV in grapes and its induction 

by infection with a fungus such as Botrytis cinerea [25–27] showed that this 

hydroxystilbene can exist in two forms: trans-RSV, the most organic form actively 

blocking the development of Botrytis cinerea, and cis-RSV obtained by the action of 

light on the trans-form. Most grape varieties contain varying quantities of this natural 

fungicide molecule, with grape skin containing about 50–100 µg of RSV per gram. It 

follows that during maceration, which takes place in the process of red wine 

vinification, RSV is dissolved in the hydro-alcoholic medium and then found in 

abundance in red wine, i.e., up to 20 mg/L [28]. Furthermore, RSV can be converted into 

viniferin by the action of vacuolar peroxidases [27,29]. Methyl-transferase and glucosyl-

transferase activities have been identified to explain the biosynthesis of pterostilbene 

and RSV glucosides (including piceid and RSV-3-O-β-D-glucoside) [30–32]. 
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Table 1. Trans-resveratrol (Trans-RSV) concentration in various food sources 

Sources 

Trans-

RSV 

(µg/g) 

References 

Hop 0.5 [33] 

Peanuts 5.1 [34] 

Peanut butter 0.3 [34] 

Grape skin 27.5 [35] 

Kojo-Kon 523 [34] 

Blueberries 0.03 [36] 

 

Like many other plant polyphenols, RSV is considered to be a preventive food 

microcomponent in the same way as the flavonoids and epicatechins of green tea or 

cocoa [37]. In fact, RSV attracted little interest until 1992, when it was postulated to 

explain some cardioprotective effects of red wine, with interest then increasing from 

1997 when Pezzuto’s team published a seminal paper reporting the ability of RSV to 

inhibit carcinogenesis at multiple stages [38]. Since then, the number of papers and 

citations have increased in an exponential manner due to the pleiotropic effects of RSV 

on various diseases (Figure 2). The main properties of RSV were found to relate to its 

antioxidant power, its anti-inflammatory properties, and its ability to modulate various 

targets in numerous pathologies (Figure 2) such as:  

(1)   Coronary heart diseases, via scavenging of reactive oxygen species (ROS) [39–

41], prevention of the oxidation of low-density lipoproteins (LDL) [42–44], a decrease 

in foam cell formation and pro-inflammatory molecules [45,46], as well as a reduction 

in platelet aggregation [47–49]. 

(2)   Cancers, through its ability to inhibit carcinogenesis at multiple stages 

(initiation, promotion, and tumor progression) in in vivo models of skin tumors [38]. 

Systemic administration of RSV has since been shown to inhibit the initiation and 

growth of tumors in a wide variety of rodent cancer models through various 

mechanisms, including cell cycle arrest, induction of apoptosis, and inhibition of 

angiogenesis (see for review [7,50]).  

(3)   Inflammatory diseases, where RSV is able to modulate both the adaptive and the 

innate immune response and consequently decrease the production of various 

proinflammatory cytokines in response to a wide range of exogenous stimuli [2,6].  

(4)  Age-related degenerative diseases, through its capacity to activate an important 

actor, sirtuin-1 (Sirt-1), which exhibits down-regulated expression in multiple organs 

during aging [51,52].  

 

Therefore, these properties of polyphenol could participate in a chemopreventive or 

chemotherapeutic strategy against ocular diseases such as age-related macular 

degeneration (AMD), cataract, retinal degeneration, optic neuritis, glaucoma, and 

retinoblastoma through common mechanisms, as well as through specificities that 

characterize individual ocular diseases. 
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Figure 2. Pleiotropic action of RSV. The 3,4’,5-trihydroxystilbene is able to prevent coronary 
heart diseases, inflammatory pathologies, oxidative stress in aging, neurodegenerative diseases, 
as well as cancers.

3. Age-Related Macular Degeneration and RSV Action 
3.1. AMD and the Key Actors 

AMD is one of the main causes of deterioration of vision in elderly people in 
developed countries [53], resulting in a loss of vision in the center of the visual field due 
to damage to the retina. It is usually classified as one of two forms: a dry form 
characterized by the appearance of drusen, which are proteinaceous collections at the 
level of the retinal pigment epithelium (RPE); and a wet form, in which 
neovascularization complicates retinal changes. At present, some therapies are used for 
wet AMD to inhibit the abnormal growth of blood vessels with VEGF inhibitors or laser 
photocoagulation, but a number of side effects to these therapies are seen, as is 
resistance. Concerning dry AMD, currently only nutritional supplementation is given; 
no therapies have shown efficacy. The aim of non-exudative AMD treatment is to delay 
the loss of visual function. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 1295 5 of 29 Some therapies that 
modulate risk factors are able to prevent the development or progression of the 
pathology, but do not completely cure patients affected by AMD. Consequently, new 
therapies are needed and RSV could act on this disease at different levels. Indeed, keys 
processes have been identified in AMD such as oxidative damage, impaired activity or 
function of the RPE, increased apoptosis, and chronic inflammation (Figure 3). 
Moreover, neovascularization seems to play a very important role in AMD 
complications. RVS could act on these different steps mainly through its antioxidant 
power, anti-inflammatory action, or through its anti-angiogenic effects.
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Figure 3. RSV could prevent oxidative stress involved in the development and 
progression of ocular diseases such as age-related macular degeneration (AMD). 
Various environmental factors produce free radicals, leading to oxidative stress 
in ocular tissues and consequently provoking the initiation of diseases such as 
AMD. On the one hand, RSV is able to scavenge free radicals (O2 −) and activate 

superoxide dismutase (SOD) or glutathione reductase (GR), while on the other, 
it inhibits inflammation through the reduction of various pro-inflammatory 
cytokines and blocks the signaling pathway induced by vascular endothelial
growth factor-A (VEGF-A) to promote neoangiogenesis.
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3.2. RSV and AMD Initiation  

  AMD is a multifactorial disease with both environmental and genetic risk factors 

[54]: air pollution, smoking, UV radiation, metabolic diseases (e.g., diabetes, 

hypertension, obesity), dietary fat consumption [55–58], and genetic polymorphisms 

such as cfh, arms2/hrta1 genes [59]. Alone or in combination, these factors could 

contribute to initiating AMD through the production of free radicals such as superoxide 

anion (O2 ·−), nitric oxide (NO· ), and hydroxyl radical (OH· ), which create oxidative 

stress and inflammation in ocular tissues. It is now well-established that oxidative stress 

and inflammation play a critical role in the initiation and development of AMD [60].  

  Due to its antioxidant power and ability to scavenge free radicals, RSV could 

protect ocular tissues against oxidative stress (Figure 3). RPE cells, which form the cell 

layer responsible for maintaining retinal health by providing structural and nutritional 

support, are the primary target for AMD-associated oxidative stress [61]. Due to its 

antioxidant power, RSV could be effective at reducing the risk of AMD in the same 

manner as antioxidants commonly found in fruits and vegetables (vitamins C, E, and 

carotenoids) for which studies have demonstrated that their intake may delay or 

prevent the development of retinal diseases [62]. Indeed, the treatment of RPE cells with 

RSV prevents ROS production, both in the basal state (around 20% compared to 

untreated controls) and when cells are treated with an inducer of oxidative stress such 

as hydrogen peroxide (H2O2). Secondly, RSV protects or delays cell death induced by 

H2O2 in RPE cells. Indeed, King et al. have shown that the pretreatment of cells with 

RSV followed by treatment with H2O2 prevents the inhibition of cell proliferation [63]. 

Moreover, polyphenol protected against the oxidative damage of RPE cells by 

modulating SOD/MDA (malondialdehyde) activity and activating Bcl-2 expression 

[64]. These protective actions of RSV could involve the inhibition of mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) pathways induced by oxidative stress. At the basal level, RSV 

was able to decrease the phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase 1/2 

(ERK 1/2), phospho-ERK1/2, in a dose-dependent manner, as well as the 

tyrosine/threonine mitogen-activated kinase kinase (MEK), especially with 25 and 50 

µM RSV compared to cells treated with H2O2 alone [63]. This ability to reduce MAPK 

activation could contribute to a reduction in the effect of H2O2 on this pathway.  

  Other environmental factors, such as acrolein found in cigarette smoke, induce 

oxidative stress in human retinal cells. A study performed at the ophthalmology 

department in Taiwan showed that RSV pretreatment can also prevent damage caused 

by exposure to acrolein for 7 days followed by H2O2 treatment [65,66]. In the same way, 

other studies have shown that RSV, alone or in combination with polyunsaturated fatty 

acids (PUFA; Resvega®), was able to improve RPE cell viability upon cigarette smoke-

derived hydroquinone exposure and reduce the release of interleukin (IL)-8 and 

monocytic chemoattractant protein (MCP)-1 from RPE cells [67,68]. Under these 

conditions, RSV upregulated C/EBP homologous protein (Chop) and spliced X-box 

binding protein 1 (XBP1), thereby improving mitochondrial bioenergetics, upregulating 

antioxidant genes, and stimulating the unfolded protein response [68,69].  

  UV radiation, especially UVA, can also penetrate the lens, reach the retina, and 

induce oxidative stress in RPE cells. RSV was able to: (i) reduce the UVA-induced 
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decrease in RPE cell viability, (ii) reduce the generation of intracellular H2O2, and (iii) 

decrease the activation of UVA-induced extracellular signal-regulated kinase, c-jun-

NH2 terminal kinase, and p38 kinase in RPE cells, as well as cyclooxygenase-2 (COX-2) 

expression [70].  

  In a similar manner at our laboratory, we have shown that the toxic effects of 

oxysterols, which come from the diet or from cholesterol catabolism and play important 

roles in AMD, could be counteracted by RSV [71]. Indeed, when retinal cells (ARPE-19) 

were treated with 7-beta-hydroxycholesterol (7β-OH) or with 7-ketocholesterol (7KC), 

we observed a decrease in viable cells after 24 h and more strongly after 40 h. RSV, 

which has no toxic effect on retinal cells, can protect these cells from the toxic effects of 

oxysterols.  

  Other antioxidant mechanisms of RSV may be involved. Indeed, we have shown 

in various cell lines that RSV could act on ROS production via its action on 

mitochondrial enzymatic pathways [7].  

  RSV can interfere with mitochondrial electron transport and promotes a fall in the 

mitochondrial transmembrane potential ∆ψm [72,73], a decrease in ATP production, 

and the generation of ROS (Figure 3) [74]. RSV has also been described to: (1) decrease 

complex III activity by competing with coenzyme Q, whose complex is the site of ROS 

production, (2) inhibit ATPase activity, and (3) scavenge superoxide anions [75]. 

Furthermore, O2 − radicals are converted to H2O2 by superoxide dismutase (SOD), and 

H2O2 detoxification normally occurs according to two different reactions, i.e., either by 

the thioredoxine reductase (TR) or by reacting with glutathione reductase (GSH) and 

glutathione peroxidase (GPx). The latter reaction produces water and oxidized 

glutathione (GSSG), and GSSG is recycled to GSH by glutathione reductase (GR). 

Therefore, in addition to scavenger O2 −, RSV accelerates the detoxification of O2 − by 

inducing an increase in glutathione levels and also by inducing GPx, GR, glutathione-

S-transferase (GST), and catalase (CAT) activities [76–80], as well as their mRNAs levels 

[81]. This modulation of antioxidant enzymes could explain the inhibition of DNA 

damage in human lymphocytes induced by various toxic drugs (i.e., H2O2, 1,2-

dimethylhydrazine, bleomycin) [82–84].  

  Metabolic diseases can also play an essential role in the production of oxidative 

stress. It is now well-defined that diabetes and obesity have numerous effects on ocular 

diseases [85]. A wide range of evidence implies that dietary hyperglycemia is 

etiologically related to human aging and diseases, including DR and AMD. In this 

context, these diseases can be considered as retinal metabolic diseases. A number of 

clinical trials have been published investigating the effects of RSV on whole-body 

energy metabolism in relation to the multiple health factors that are affected by obesity 

and type 2 diabetes [86–90]. Indeed, daily administration of 2.5 or 5 g RSV for 28 days 

shows a decrease of fasting and postprandial glucose and insulin. At low concentrations 

such as 5 mg twice daily for 4 weeks, RSV significantly decreased insulin resistance [91]. 

Timmers et al. showed that 75 mg of RSV twice daily for 30 days improved the 

metabolic profile in a healthy obese man: RSV reduced sleeping and resting metabolic 

rates [88]. In muscle, RSV activated the AMPK–SIRT1–PGC1α axis, reduced blood 

glucose and insulin levels, reduced liver fat, improved muscle mitochondrial function, 
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and reduced inflammatory markers in the blood [88]. Consequently, through the 

pleiotropic action of RSV on metabolic diseases, this polyphenol could contribute to 

reducing the collateral effects of metabolic diseases on eye disorders, especially AMD.  

  A final and important mechanism in this step of AMD initiation is the accumulation 

of lipofuscin or cellular debris in RPE. Lipofuscin, an aging pigment, is considered to 

be a credible marker for the aging of cells. Lipofuscin tends to accumulate even at an 

early age, but rapidly progresses with the advancement of the aging process, suggesting 

the inability of autophagy to handle the waste disposal capacity. The decline of 

autophagy during aging appears to be the cause for lipofuscin accumulation. Morselli 

et al. showed that transgenic expression of Sirt-1 induces autophagy in human cells in 

vitro and in C. elegans in vivo [92]. Caloric restriction and RSV promotes longevity 

through the Sirt-1-dependent induction of autophagy [93]. Moreover, RSV induced 

autophagy in ARPE-19 cells, as determined by the increased presence of autophagic 

vacuoles, increased the LC3II/I ratio, and decreased p62 expression [94]. In this study, 

RSV acted similarly to proteasomal inhibition downstream of the mammalian target of 

rapamycin (mTOR), since upstream inhibition of autophagy by 3-methyladenine was 

not able to inhibit autophagy in ARPE19 cells. This effect on autophagy is also found 

with a combination between RSV and PUFA (especially omega-3), where 288 ng of 

Resvega®, containing 30 mg of trans-RSV and 665 mg of omega-3 fatty acids, among 

other nutrients, was able to induce autophagy and contribute to the survival of ARPE-

19 cells exposed to detrimental protein waste triggered by proteasome inhibition [95].  

  RSV was also able to prevent the toxic effects of N-retinyl-N-retinylidene 

ethanolamine (A2E), a major lipofuscin component that accumulates in RPE cells with 

age. Indeed, polyphenol pretreatment strengthened cell monolayer integrity through 

the preservation of trans-epithelial electrical resistance, maintained the intracellular 

redox balance, and prevented A2E-induced mitochondrial network fragmentation [96]. 

Moreover, RSV and its metabolite, piceatannol, reduced intracellular A2E accumulation 

in RPE cells [97]. 

 

 3.3. RSV and Inflammatory Processes Related to AMD  

  We and others have shown that RSV is an efficient anti-inflammatory compound 

in various models of cardiovascular disease, cancer, and chronic inflammatory diseases 

[5,50,98]. Inflammation also plays a central role in ocular pathologies, especially in 

AMD [99–101], and thus the use of RSV to counteract inflammatory processes could be 

relevant herein.  

  Based on the important role played by interleukins, a study has shown that RSV 

was able to reduce the production of interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8) 

induced by glucose in retinal cells [102]. This latter interleukin, IL-8, has been shown to 

be an important risk factor for AMD [101]. Furthermore, RSV substantially inhibited 

pro-inflammatory cytokine-induced CXCL11 production, which is an important 

chemokine involved in inflammatory cell recruitment [103]. Indeed, RPE cells adjacent 

to drusen deposits in the AMD eye are known to contain CXCL11. This is not the only 

chemokine modulated by RSV—this polyphenol was also able to inhibit the cytokine-

induced expression of chemokines CXCL9, CCL2, and CCL5. 



IJMS 2021,22 (3) :1295   Introduction 

 

85 

   Another mechanism could involve peroxisome proliferator-activator receptors 

(PPAR). Indeed, RSV protects RPE cells from sodium iodate injury (increasing levels of 

ROS and IL-8) through the activation of PPARα and alteration of PPARδ conformation 

[104].  

 

3.4. RSV Can Prevent Complications of AMD  

  The ultimate step in the AMD process is neovascularization, which constitutes a 

major complication of AMD. The molecular mechanisms involve vascular endothelial 

growth factor A (VEGF-A) and an increase in vascular permeability that results in loss 

of vision [105]. Anti-angiogenic therapies targeting VEGF have proven to be highly 

effective in treating neovascular AMD, but they cause a number of side effects. In this 

approach of angiogenesis inhibition, RSV could counteract AMD through its action on 

VEGF contributing to the abnormal growth of blood vessels. To test this hypothesis, we 

tested the protective effect of RSV on the VEGF secretion induced by oxysterols in RPE 

cells [71]. Oxysterols induced VEGF-A secretion after 24 and 40 h of treatment with 7β-

hydroxycholesterol and 25-hydroxycholesterol. Interestingly, cotreatment with RSV at 

1 µM decreased VEGF-A secretion induced by these oxysterols both at 24 and 40 h [71].  

  Consequently, RSV could reduce neovascularization or protect against various 

factors that induce VEGF-A production and promote neovascularization such as 

diabetes, which is known to induce VEGF and which is linked to the progression of 

vision loss (see below). In this regard, Kim et al. have shown, in retinal tissues, that RSV 

pretreatment can prevent diabetes-induced rises in VEGF secretion [106]. Notably, they 

observed an increase in VEGF levels between the outer plexiform layer and the nerve 

fiber layer on retinal sections of mice 2 months after the induction of diabetes compared 

to control mice. Indeed, the authors showed that RSV pretreatment of mice by oral 

gavage at 20 mg/kg once a day for 4 weeks prevents VEGF secretion as well as VEGF 

expression. Moreover, RSV was able to reduce both epidermal growth factor-A (EGF-

A) and VEGF-C secretion by human RPE cells stimulated with a mixture of 

inflammatory cytokines (interferon [IFN]-γ, tumor necrosis factor [TNF]-α, IL-1β) and 

to decrease tumor growth factor (TGF-β) and cobalt chloride [107]. This potential effect 

on hypoxia has been raised in several other studies where RSV inhibited hypoxic 

choroidal vascular endothelial cell proliferation through activation of the stress-

activated protein kinase (SAPK)/Jun amino-terminal kinase (JNK) pathway [108]. The 

development of choroidal neovascularization (CNV) is a critical step in the 

pathogenesis of AMD, and laser photocoagulation has been described to induce CNV 

in mice. A preclinical study has shown that CNV volume was significantly lower in the 

RSV-treated mice 1 week after laser treatment compared with vehicle-treated animals. 

Very interestingly, RSV inhibited macrophage infiltration into RPE–choroid and 

suppressed the expression of inflammatory and angiogenic molecules, including VEGF, 

monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), and intercellular adhesion molecule-1 

(ICAM-1) [109]. The underlining molecular mechanism appeared to involve the 

maintenance of adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) levels, this 

latter exerting its inhibitory effect on the nuclear factor-κB (NFκB) in the RPE–choroid 

complex.  
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4. Glaucoma and RSV Action  

4.1. Glaucoma and the Key Actors  

  Glaucoma is a progressive optic neuropathy defined by damage to the optic nerve 

associated with the degeneration of retinal ganglion cells (RGC), causing visual field 

damage and subsequent blindness. Ocular hypertonia (OH) is the first known risk 

factor that contributes in most cases to the pathology and remains to date the only 

pathogenic event accessible to medical or surgical treatment. Glaucoma is the second 

leading cause of blindness in the world after cataracts. It has been projected to affect 80 

million people worldwide by 2020 [110] and 112 million people by 2040 [111]. The 

pathological elevation of intra-ocular pressure (IOP) is due to alteration and then 

degeneration of the trabecular meshwork. Aqueous humor (AH) is eliminated at a rate 

of 90% by the trabecular route through the trabeculum and at a rate of 10% by the so-

called uveoscleral route. The trabeculum is considered a dynamic filter that drains AH 

out of the anterior chamber of the eye. It is located in the iridocorneal angle over its 

entire circumference. Therapy is based on either medical, laser, or surgical intervention. 

However, recent works tend to show that a nutritional prevention strategy could be 

interesting. Indeed, certain lifestyle habits could influence glaucoma progression or its 

prevention. For exemple, frequency of coffee intake may be associated with disease 

progression [112].  

 

4.2. RSV and the Oxidative Stress in Glaucoma 

   Oxidative stress is known to be an early event in hydrostatic pressure-induced 

RGC damage involved in glaucoma. Indeed, several studies have revealed that oxygen 

metabolism, and more particularly, ROS are crucial in the development of glaucoma. 

As described previously, RSV has antioxidant properties that, through its hydroxyl 

groups, have the ability to react with ROS in glaucoma [113]. Nevertheless, this is not 

RSV’s only antioxidant ability. In fact, many studies have demonstrated that RSV can 

reduce ROS in glaucoma models (in vitro and in vivo) through several pathways 

(Figure 4) [114–116]. This downregulation of ROS could be due to the modulation of the 

endogenous antioxidant system [117], such as induction of nuclear factor erythroid-2-

related factor 2 (Nrf2) translocation into the nucleus, where it binds to antioxidant 

response elements (ARE). This latter leads to the production of heme oxygenase-1 (HO-

1), an antioxidant enzyme [117,118]. 
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Figure 4. Proposed model of resveratrol action during oxidative stress in 
glaucoma. Trans-resveratrol (RSV) activates sirtuin-1 (Sirt-1), which leads to the 
phosphorylation of Akt and inhibits Bax activity. RSV also activates the AMPK 
pathway, which leads to mitochondrial DNA transcription and replication. RSV 
is also able to alter Oma-1 and Yeme-1 mRNA expression, leading to the 
alteration of the L-Opa-1/S-Opa-1 (long-optical autophagy 1/short optical 
autophagy) ratio. In addition, RSV also lowers ROS levels not only by activating 
the scavenger pathway, but also by facilitating the translocation of Nrf2 into the 
nucleus, thereby favoring interaction between Nfr2 and the antioxidant response 
element (ARE) leading to HO- production.

Another important pathway regulating ROS production is the mitochondrial 
pathway. Indeed, mitochondria are crucial organelles in glaucoma, and oxidative stress 
can be produced by an imbalance between ROS production and ROS defenses. A 
significant decrease in the activity of detoxifying enzymes such as SOD and GPx has 
been shown in the aqueous humor of patients with glaucoma [119]. Thus, targeting 
mitochondrial homeostasis could be a potential therapy for glaucoma. Some studies 
have shown that RSV can alter not only the quantity but also the quality of mitochondria 
in RGC. Indeed, it has been shown that RSV is able to increase the number of 

Macula

Photoreceptors

Retinal pigmented
epithelial (RPE)
Brüch’s membran

Choroid

Choriocapillaris

Normal

Glaucoma

Intraocular
pressureBuild up of 

aquous
humor fluid

Retinal
ganglion 

cell
damage 

and 
apoptosis

Trans-resveratrol

Glaucoma

Apoptosis

Nfr2

Sirt-1

ROS

HO-1

Akt P

Cleaved Caspase-8

Cytochrome c

Bax

mtDNA

BipApoptosis

CHOP

XBP-1

Nfr2ARE

HO-1

L-Opa-1/S-Opa-1

AMPK

PGC1α

Tfam

Oma-1
Yme-1mRNA

Cleaved Caspase-3



IJMS 2021,22 (3) :1295   Introduction 

 

88 

mitochondria present in one cell [120] and can affect pathways leading to mitochondrial 

biogenesis. In this way, RSV is able to downregulate the Oma-1 gene and upregulate 

the Yeme-1 gene, which increase the ratio L-Opa-1/S-Opa-1 (long-optical autophagy 

1/short optical autophagy 1) involved in mitochondrial fusion (Figure 4) [121]. 

Moreover, RSV is able to restore protein levels that are decreased in glaucoma and 

which are involved in mitochondrial biogenesis, such as AMPK, peroxisome 

proliferator-activated receptor γ coactivator-1α (PGC-1α), and mitochondrial 

transcription factor A (Tfam), which leads to mitochondrial DNA transcription and 

replication [115]. Zhang et al. have also shown that RSV modifies not only the number 

but also the quality of mitochondria by maintaining mitochondrial integrity. Indeed, 

RSV are able to decrease the membrane potential depolarization induced by pressure. 

 

4.3. RSV and the Cell Death Process in Glaucoma  

  RGCs are the main cell type affected in optic neuropathies, with degeneration of 

these cells leading to profound phenotypes and eventual loss of vision. It has been 

reported that the pathways of RGC loss have been explored in depth after acute high 

IOP injury, such as apoptosis, autophagy, and necrosis. Furthermore, pyroptosis, a 

novel type of pro-inflammatory cell programmed necrosis, plays a crucial role in retinal 

neuronal death, especially in the ganglion cell layer, by acute high IOP injury that peaks 

at 6 h [122]. Several other in vitro and in vivo studies have shown that RSV treatment 

or pre-treatment before inducing stress reduces cell apoptosis. For instance, in various 

glaucoma models, RSV has been demonstrated to reduce the activation of caspase-3, as 

evidenced by the decrease in cleaved caspase-3 protein expression levels [121,123,124]. 

In a mouse model of ischemia/reperfusion (I/R) injury, RSV was shown to alter the 

extrinsic apoptosis pathway by reducing caspase-8 mRNA levels and proteolytic 

cleavage in mice retina [123]. Furthermore, other studies have investigated the 

mitochondrial apoptosis pathway, and showed that RSV can also reduce the expression 

of Bax and decrease cytochrome c release. Similarly, another study has been carried out 

to investigate the effect of RSV on the endoplasmic reticulum (ER) stress apoptosis 

pathway [125]. This study revealed that RSV reduces the level of cytosolic Bip and also 

reduces the nuclear quantity of XBP-1 and CHOP, which consequently reduces 

apoptotic rates [125]. In a preclinical study, C57BL/6J male mice were injected with RSV 

for 2 consecutive days before I/R retinal injury, which induces apoptosis in RGCs. In 

this model, RSV treatment significantly reduced the loss of retinal morphology and 

downregulated mRNA expression and activation of caspase-8 and caspase-3 protein 

and subsequently reduced apoptosis [123]. These observations were also confirmed in 

vitro by others [126].  

 

4.4. RSV and the Inflammatory Process in Glaucoma  

  Neuro-inflammation in glaucomatous pathology is a component due to the role of 

immune and glial cells in the early stages of the pathology. In fact, astrocytes, microglia, 

and monocytic cells are defined as being critical players in the neuro-inflammatory 

response in glaucoma. Therefore, a number of studies have investigated the potential 

inflammatory effect of RSV on trabecular meshwork (TM) endothelial cells. Indeed, it 
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has been shown that the induction of the inflammatory markers IL-1α, IL-6, IL-8, and 

endothelial leucocyte adhesion molecule-1 (ELAM-1) in TM cells subjected to chronic 

oxidative stress is dependent on the activation of intracellular ROS (iROS) generated by 

the mitochondria. RSV could be used to reduce the iROS production that results from 

oxidative stress. A study recently demonstrated that RSV could be used to lower IL-1α 

levels. In this study, authors showed that IL-1α levels were unrelated to those of ELAM-

1 [127]. This suggests that other mechanisms could be affected in glaucomatous TM 

cells. Furthermore, Luna et al. showed that RSV prevents inflammatory markers such 

as IL-6 and IL-8 in TM cells under chronic oxidative stress conditions [128]. Another 

mechanism that could be involved is the activation of adenosine A1 receptors, which 

may lead to increased matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) activity. Razzali et al. have 

shown that the repeated topical application of RSV for 21 days in steroid-induced ocular 

hypertensive (SIOH) rats significantly reduces IOP and TM thickness [129]. In these in 

vivo experiments, RSV also significantly increased ganglion cell layer thickness, the 

linear cell density in these cells, and inner retinal thickness. Furthermore, it also 

significantly reduced retinal oxidative stress compared to the SIOH vehicle-treated 

group. Interestingly, pretreatment with an A1 antagonist abolished the 

oculohypotensive effect of RSV, suggesting that its oculohypotensive action involves its 

agonistic activity at the A1 adenosine receptor [130]. In a model of IOP-induced retinal 

ischemia in rats, RSV was able to reduce detrimental effects due to ischemia through a 

potential downregulation of MMP-9 and inducible nitric oxide synthase (iNOS), as well 

as through the upregulation of HO-1 [116]. 

 

5. Cataract and RSV Action  

  Cataract is the partial or total clouding of the lens. It is a ubiquitous condition that 

affects an increasing number of people around the world every year. The risk factors of 

cataract development are similar to those of AMD and include a wide range of lifestyle 

parameters (i.e., smoking, alcohol, fatty diet, stress, etc.), although there are also rarer 

etiologies, as well as traumatic and congenital factors. Furthermore, the main risk 

factors for age-related cataracts are glaucoma and diabetes, which can lead to secondary 

cataracts. The extent of cataract formation significantly increases with age in ad libitum-

fed mice. Strikingly, this increase was attenuated by RSV treatment, which was more 

effective than in the every-other-day-feeding group at 30 months of age [131]. In an 

experimental model of naphthalene (1 g/kg/day, po)-induced age-related cataract in 

rats, RSV (20 and 40 mg/kg/day, i.p.) retarded lenticular opacity, restored antioxidants 

(CAT, SOD, GPX, GSH), Ca2+ ATPase function, protein contents, and reduced lipid 

peroxidation in the lenses of RSV-treated rats [132]. RSV was able to significantly inhibit 

the TGFβ2-induced expression of the myofibroblast marker, α-SMA, in a human lens 

cell line (FHL124) and human capsular bags following simulated cataract surgery, 

indicating the ability of RSV to prevent the EMT associated with posterior capsule 

opacification (PCO). [133]. Interestingly, in cultured lens epithelial cells, RSV inhibited 

apoptosis and decreased acetyl-p53 levels under oxidative stress induced by H2O2 [134].  
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6. Diabetic Retinopathy and RSV Action 

   DR is one of the most common complications of type I and type II diabetes. About 

80% of patients who have lived with diabetes for 15 years have clinical signs of 

retinopathy and more than 10% of them are affected by vision loss. This latter is the 

consequence of slow and progressive alterations in the microvessels of the retina, 

leading to the opening of the blood–retinal barrier (BRB), the pathological proliferation 

of blood vessels, and the formation of fibrous tissue in the vitreous cavity, resulting in 

retinal detachment. During this pathology, neuroglial dysfunction, significant oxidative 

stress, as well as inflammation and angiogenesis are found. In addition, an increase in 

the permeability of the retinal vasculature is observed, as well as migration of 

leukocytes into the retina. Moreover, alterations in biochemical pathways, such as 

increased flux of advanced glycation end products/receptors (AGE/RAGE), the polyol 

pathway, protein kinase C (PKC) activation, and the hexosamine pathway induced by 

hyperglycemia, produce oxidative stress and cause the rupture of the BRB, pericyte loss, 

and increased vascular permeability [135]. At present, the recommended treatment for 

severe non-proliferative and proliferative DR is photocoagulation and intravitreal 

injections of anti-VEGF, with or without focal laser treatment for diabetic macular 

edema. 

   RSV is able to prevent oxidative stress due to its pleiotropic actions on various key 

actors. Indeed, RSV was shown to be able to significantly decrease ROS production by 

increasing retinal SOD activity, which is one of the most important antioxidant defense 

systems in the retina [136–138]. Conversely, RSV decreased retinal 8-iso-prostaglandin 

F2α (iPF2α), a marker of oxidative damage, and reduced glutathione levels [138–140]. 

Very interestingly, RSV was able to affect the MAP kinase pathway by inducing 

phosphorylation of protein kinase B (Akt), for which a reduction is observed in retinal 

neurodegeneration [138,141], phosphorylation of AMPK, Sirt-1 expression, and PGC-

1α protein expression [137], and decreasing phosphorylation of ERK 1/2 (Figure 5) [138]. 

Consequently, RSV increased the thickness of both the whole retina and the inner 

nuclear layer in diabetic rats [138]. 

   RSV significantly attenuated diabetes-induced downregulation of occludin and 

diabetesinduced upregulation of high-mobility group box-1 (HMGB1), as well as the 

receptor for advanced glycation end products and BRB breakdown in diabetic retina 

[142].  

  Very interestingly, RSV restored the insulin level and paraoxonase 1 (PON1) 

expression and activity, as well as clearly reducing retinal vascular permeability, retinal 

AGEs, low-density lipoprotein (LDL), oxidized LDL (Ox-LDL), caspase-3 activity, and 

retinal damage in STZ-induced diabetic rats [139,143]. Moreover, in the same model, 

RSV decreased various pro-inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-6, TNFα, VEGF, 

IFNγ, MCP-1 [143], and NFκB, as well as TNFα and apoptosis [144]. In this pathway 

involving NFκB, RSV prevented the increase in p65 acetylation, the binding of p65 at 

the metalloproteinase MMP-9 promoter, and MMP-9 activation, as well as 

mitochondrial damage and retinal endothelial cell apoptosis [145]. In another model 

using high-glucose (HG)-stimulated rat retinal endothelial cells (RRECs), RSV reduced 
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caspase-3 activity and Ox-LDL expression [143]. Thus, hyperglycemia and oxidative-

osmotic nitrosative stress play a role in the pathophysiology of diabetic cataract (Figure 

5). RSV in combination with nicotinamide exhibits strong effects; it was shown that RSV 

(10 or 30 mg/kg/day) was not able to prevent the onset of diabetic cataract, but 

significantly delayed its progression compared to the control group [146].  

  Mechanistically, the delayed progression due to RSV was shown to be linked to a 

decrease in protein carbonyl levels in diabetic lenses [146], to the inhibition of the aldose 

reductase enzyme, and to the reduction in the formation of glycation end products in 

rat lens [147]. Moreover, in a glucose-induced lens opacity model, RSV displayed a 

protective effect by preventing opacification in cattle lens. These results suggest that 

RSV partially delays diabetic cataracts through the attenuation of oxidative damage to 

lens proteins [146]. This prevention of oxidative damage in lens epithelial cells seemed 

to be mediated by various processes, such as SOD-1, HO-1, CAT, forkhead box O 

(FoxO) activity, in particular FoxO1A, FoxO3A, and FoxO4, or inhibition of P38 and 

JNK phosphorylation [148,149].  

  Very interestingly, RSV at a dose of 40 mg/kg/day (i.p. injection) in a model of 

naphthalene (1 g/kg/day, po)-induced age-related cataract (ARC), prevented cataract 

formation associated with aging through an increase in soluble proteins and Ca2+ 

homeostasis (i.e., Ca2+ ATPase pump activities in the lens) [132]. 

   By acting on the key actors of the cellular matrix, RSV could prevent posterior 

capsule opacification (PCO), which is a common complication of cataract surgery. 

Indeed, RSV was able to inhibit suppressed expression of TGF-β2-induced genes 

associated with fibrotic disease, including in the treatment of STZ-induced diabetic 

cataract [150]. In general, the cellular pathways induced by DR lead to apoptosis of 

retinal cells. RSV was able to suppress STZ-induced apoptosis of retinal cells in the inner 

nuclear layer of retina after administration of 10 mg/kg/day for 7 months. 
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Figure 5. RSV action and process of diabetic retinopathy. RSV activates sirtuin-1 
(Sirt-1), which leads to the phosphorylation of Akt and inhibits the mitochondrial 
apoptosis pathway. Furthermore, RSV stimulates mitochondrial activity through 
the AMPK–PGC1α pathway, which reduces apoptosis. RSV also lowers ROS 
through the iPf2α, AGE/RAGE, PKC, and polyol pathways, and downregulates 

pro-inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-6, and IL-8.

Very interestingly, these beneficial effects were inhibited by the miR-29b inhibitor 
[151]. RSV inhibited the high-glucose-induced decreases in glutamate uptake, 
glutamine synthase activity, glutamate transporters, and glutamine synthase 
expression in high-glucose-treated Müller cell cultures compared to controls [152]. 
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Moreover, RSV (10 mg/g/day) alleviated hyperglycemia in diabetic rats and attenuated 

diabetes-induced decreases in the amplitude of a-wave in rod response, decreases in 

the amplitude of a- and b-waves in the cone and rod response, and decreases in 

amplitude of OP2 in oscillatory potentials [152].  

  Immune cells seem to be involved in the inflammatory process found in DR 

through the release of IL-17 by lymphocyte T helper 17 (Th17). Indeed, serum of 

patients with DR exhibit higher IL-17 expression than non-diabetic control groups 

[153,154]. Moreover, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) exhibited increased 

expression levels of IL-17 in the DR group of patients, whereas Sirt-1 protein expression 

decreased in the PBMCs of patients with DR [154]. Interestingly, RSV was able to reduce 

IL-17 secretion levels in PBMC cultures from patients with proliferative DR, as well as 

restore Sirt-1 expression in both genic and protein expression [154]. These results 

obtained on cultured PBMCs echo the results that we have been able to demonstrate 

directly on Th17 immune cells, where resveratrol was able to reduce the production of 

IL-17, as well as alter the process of differentiation of naive T lymphocytes into pro-

inflammatory Th17 immune cells [155]. In addition, in numerous in vivo models, we 

have been able to show that resveratrol is able to decrease not only the secretion of IL-

17, but also the key factors involved in lymphocyte differentiation. This process is 

associated with a highly significant decrease in angiogenesis by reducing VEGF-A 

secretion. This mechanism is dependent on the Sirt-1 protein, where the conditional 

invalidation of Sirt-1 in T CD4 cells demonstrated that this effect on the production of 

IL-17 and VEGF was under the control of the Sirt-1 protein and the nuclear 

transcriptional factor STAT3 [155]. 

 

7. Vitreoretinopathy and RSV Action  

  Proliferative vitreoretinopathy (PVR) is the main cause of failure following retinal 

detachment surgery. The membrane cells seen in PVR are of the pseudofibroblastic 

type, but they have several origins, in particular astrocytes and RPE cells. The 

importance of RPE cells in VRP likely stems from the access of RPE cells to the vitreous 

due to retinal invasion and the dispersion of viable RPE cells into the vitreous during 

cryopexy treatment of retinal tears. There are various key actors involved in the 

development of PVR, which is dependent on the migration and proliferation of RPE 

cells, glial cells, and inflammatory cells [156]. In this way, TGF-β2-induced epithelial-

to-mesenchymal transition (EMT), and EMT inhibition decreases collagen gel 

contraction and fibrotic membrane formation, resulting in the prevention of PVR. 

Moreover, numerous cytokines such as IL-1β and IL-6 are considered to be key factors 

in the development of PVR. 

   In a model of ARPE-19 cells, RSV suppressed the decrease of zona occludens-1 

(ZO1) and caused an increase of alpha-smooth muscle actin expression in TGF-β2-

treated cells and increased vimentin expression [157]. Very interestingly, RSV 

decreased TGFβ2-induced wound closure and cell migration, as well as collagen gel 

contraction and the phosphorylation of Smad2 and Smad3 in TGF-β2-treated ARPE-19 

cells [157]. With regard to Smad protein, another study in RPE cells has shown that RSV 

induced EMT and inhibited TGF-β2-induced EMT of RPE cells by deacetylation of 
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Smad4 [158]. TGF-β2 is not the only growth factor involved: platelet-derived growth 

factor (PDGF) has been shown to enhance the proliferation and migration of RPE cells 

in PVR. RSV was also able to inhibit PDGF-BB, an isoform of PDGF and PI3K/Akt, ERK, 

and p38 pathways, but had no effect on RPE cell adhesion to fibronectin [63,159]. 

 

8. Corneal Infection and RSV Action  

  Corneal infection represents a group of serious and blind ocular diseases. The 

cornea, in its normal condition, is highly resistant to microbial invasion. Nevertheless, 

pathogens may invade the cornea if epithelial integrity is breached. Corneal infection is 

a common ocular infection that can lead to ocular morbidity and blindness. These 

infections can be caused by several bacteria, virus, or fungi, with the common treatment 

being antibiotic drops.  

  Some studies have investigated the potential antibiotic action of RSV on corneal 

infection. An in vivo study revealed that RSV can reduce the cytotoxicity of 

Acanthamoeba castellanii on the HBMEC cell line [160]. Marino et al. showed that RSV 

can have a beneficial effect on Staphylococcus aureus-induced keratitis in an ex vivo 

culture model of rabbit cornea [161]. Indeed, this study demonstrated that RSV 

treatment can downregulate cell surface TLR2 on cells and reduce the expression of the 

interleukin-8 gene and, therefore, reduce the action of Staphylococcus aureus. In order 

to better understand the action of RSV on corneal infection, Tsai et al. investigated its 

antioxidant action on a human corneal epithelial cell line exposed to levofloxacin or 

moxifloxacin. They demonstrated that RSV not only increased cell survival, but also 

reduced intracellular accumulation of oxidative stress [162]. Unfortunately, the 

mechanism of RSV on corneal infection remains poorly understood, and further studies 

are required in order to gain deeper insight into the mechanism of RSV on corneal 

infection.  

 

9. Potential Epigenetic Action of RSV in AMD and Cataract Prevention  

  RSV could also act by other mechanisms, particularly through sirtuins, which have 

recently been described as essential targets in various processes such as cellular stress 

resistance, genomic stability, tumorigenesis, and energy metabolism [8]. Sirt-1 is found 

in various organs and tissues regulating a variety of pathways such as glucose 

production in liver, fat mobilization and lipid metabolism in adipose tissue, as well as 

angiogenesis in blood vessels or other processes in the brain, pancreas, and intestine. 

Sirt-1 is expressed in almost all ocular tissues, including the cornea, lens (epithelial 

cells), iris, ciliary body, and retina. Particularly in the cornea, Sirt-1 is located in the 

corneal epithelial cells, keratocytes, and corneal endothelial cells. In the retina, Sirt-1 is 

found in the RPE, outer nuclear layer (ONL), inner nuclear layer (INL), and ganglion 

cell layer (GCL). In eyes, Sirt-1 seems to protect the retinal cells from DNA damage such 

as oxidative stress-related retinal damage, apoptotic retinal death, and anti-

inflammation. In addition, the breakdown of Sirt-1 causes retinal damage through 

multiple mechanisms. Thus, RSV, which is described as an agonist of sirtuins, could 

protect the eye by Sirt-1 activation. In this way, Kubota et al. showed that oral RSV 

pretreatment at a dose of 50 mg/kg for 5 days reverses retinal Sirt-1 activity to restore 
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its basal activity in BALB/c mice exposed to 5000-lux white light for 3 h [163]. These 

events are associated with a significant decrease in the number of apoptotic cells in the 

ONL. Moreover, recent studies have shown that RSV inhibits hypoxia-inducible factor 

(HIF)-1α accumulation and VEGF secretion induced by cobalt chloride (CoCl2) through 

Sirt-1 in human RPE cells [108,164]. In this way, RSV downregulated VEGF-R2 

phosphorylation and activation induced by VEGF in endothelial cells via Sirt-1 and, 

thus, could contribute to reducing choroidal neovascularization. Furthermore, RSV 

restored the activity of DNA methyltransferases (DNMTs), which catalyze the 

methylation process, in ARPE-19 cells, and, more specifically, restored LINE-1 

methylation in retinal cells under oxidative and inflammatory conditions [165]. These 

results are not surprising, partly since Sirt-1 regulates the activity of DNMTs, especially 

DNMT1 [166]. The overexpression of Sirt-1 is associated with an induction by RSV of 

AMPK phosphorylation and an overexpression of PGC-1α protein [137]. Indeed, the 

beneficial effects of RSV were suppressed by inhibitors of AMPK and Sirt-1, as well as 

by treatment with PGC-1α siRNA. This AMPK pathway is also demonstrated in a mice 

model of STZ-induced diabetes [167]. Nevertheless, Michan et al. showed that neither 

overexpression of Sirt-1 by a genetic approach (i.e., conditional Sirt-1 overexpression in 

retinal neurons or vessels by breeding Sirt-1 overexpressing flox mice with Nestin-Cre 

or Tie2-Cre mice, respectively) or by a pharmacological approach with Sirt-1 agonists 

(i.e., RSV) provides additional protection against retinopathy in mice [168]. In 

transformed retinal Müller (glial) cells in hyperglycemia-like conditions, RVS decreased 

acetylation of histone H3 and could thus prevent the inflammatory changes that 

contribute to various ocular diseases such as DR [169]. Further studies are needed to 

examine whether RSV could modulate epigenetic alterations in ocular diseases.  

 

10. New RSV Formulations and Clinical Trials  

10.1. New Formulations of RSV  

  Several formulations have been developed to efficiently deliver RSV in the eye, 

including nanoparticle complexation and lipid-based encapsulation. For instance, RSV-

loaded polyethylene glycols (PEGs) modified chitosan (CS) nanoparticles (NPs) by an 

ionic gelation method that was developed and tested both in vitro and in vivo in a rabbit 

model of glaucoma [170,171]. Data showed that this formulation improved corneal 

permeation compared with RSV dispersion, and that NPs can evoke an initial burst of 

RSV release of 45%, followed by a controlled release [165]. In vivo, the formulation was 

shown to efficiently reach the cornea and retinal choroid, and to significantly reduce 

IOP by 4.3 ± 0.5 mm Hg for up to 8 h in normotensive rabbits [170,171]. In a cellular 

model of AMD (ARPE-19 cells), it was also demonstrated that the use of RSV-loaded 

poly(lactic-co-glyolic acid) (PLGA) nanoparticles (optimized formulation with a 

particle size of 102.7 nm) improved RSV cellular uptake and increased RSV-induced 

inhibition of VEGF expression [172]. Although not tested as yet in vivo, this RSV 

formulation, either alone or in combination with conventional anti-VEGF therapies, 

may be promising in reducing VEGF-induced neovascularization in an AMD context. 

In epithelial D407 cells, Rugina et al. ˇ [173] used a microencapsulated RSV formulation 

based on porous CaCO3 templates and polyelectrolyte layers covered by rhodamine 6G 
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(Rh6G). Their so-called as-designed PMs-Rv-Rh6G microcapsules were internalized by 

D407 cells grown in normal and high glucose-induced inflammation conditions (to 

mimic DR), and reached the cell nucleus within 24 h. This formulation bioavailability 

was correlated with the inhibition of the expression and secretion of VEGF as assessed 

by ELISA. Additionally, the use of RSV loaded into lipid-cyclodextrin-based 

nanoparticles also seems to increase RSV bioavailability and to potentiate RSV-induced 

ROS scavenging capacities compared to RSV alone [174]. Besides nanoparticles or 

delivery vehicles, the design of an RSV prodrug formulation has also emerged. For 

instance, Valdés-Sánchez et al. [175] developed an RSV prodrug, 3,40 -diglucosyl 

resveratrol (JC19), and tested its efficiency in an experimental mouse model (autosomal 

recessive RP.Rd10 mice). They injected JC19 subretinally on postnatal day 13, and 

showed, 15 days post-injection, that JC19 significantly delayed the loss of rod 

photoreceptors associated with the maintenance of rhodopsin expression and the 

preservation of their electrical responses to light stimuli. Mechanistically, the authors 

suggest that Sirt1 activation by JC19 could explain the beneficial effects of the 

formulation.  

 

10.2. RSV and Clinical Trials  

  Over the past decade, preclinical and clinical trials (Table 2) have shown that RSV 

could have a beneficial effect on health. Indeed, clinical trial has revealed that RSV 

supplementation in normal and healthy subjects can have antioxidant and anti-

inflammatory properties in response to a high-fat, high-carbohydrate  

meal [176], which supports the fact that RSV could be used clinically in humans without 

toxicity. 
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Table 2 : clinical trials with resveratrol with ocular measurements 

 

   

  

Author Year Region 
Study 

design 

No. of participants per group 

Age (mean±SD) 

Dose / frequency / 

duration / follow-up 
Effects Ref 

Lin, C.T. 

et al. 
2016 China 

Random

ized 

double-

blinded 

trial 

n = 72 

(150 or 450 mg/d) 

trans-RSV or placebo 

during 12-week 

treatment 

Visits were 

scheduled at 0, 4, 8, 

and 12 weeks after 

treatment 

Appearance rates of VEGF, 

Flk-1, and Ang-2 were more 

significantly reduced in the 

high-dose group versus the 

placebo group, but not in the 

low-dose group. 

[177] 

Wang S. 

et al. 
2016 China 

Random

ized and 

divided 

into two 

groups 

matched 

by age 

and 

gender 

34 participants randomly divided 

into two groups by age and gender 

matched, 11 women and seven men 

with a mean age of 25.44 ± 1.46 years 

(age range, 23–29 years) for the 

study group; eight women and eight 

men aged between 23 and 28 years 

with a mean age of 24.88 ± 1.26 for 

the control group. 

Longenivex (100 mg 

of trans-RSV per 

capsule) against 

placebo 

All OCT scans were 

performed at the 

same time of day 

(between 9:00 a.m. 

and 12:00 p.m.). 

A statistical increase in 

choroidal thickness (by EDI-

OCT) 1 h after Longevinex 

ingestion compared with 

baseline measurements. 

[180] 

Richer S. 

et al. 
2014 USA  

n = 3 (two males and one female): 

Case 1: 64 y/o Caucasian with 

suspected glaucoma and 

photophobia, atrophic AMD, and 

diabetes with declining visual 

function in the right eye, had been 

on L/RV for 2.5 years and was 

maintaining visual function; 

Case 2: 89 y/o Caucasian with 

chronic kidney disease and cataracts, 

had been on L/RV for 3 years 

maintaining his visual function 

requirements to retain his driver’s 

license; 

Case 3: 67 y/o Caucasian with 

bilateral polypoidal choroidal 

vasculopathy (PCV), a treatment–

resistant AMD variant, worse in the 

right eye. Improved retinal/choroid 

structure was observed. 

Cases 1, 2 : 2, 5 years 

Case 3: 2 years  with 

Longevinex 

containing 100 mg of 

RSV) 

Broad bilateral 

improvements in retina and 

choroid structure and 

function,visual acuity, 

contrast sensitivity, and glare 

recovery over a long time 

period, contrary to what 

might be expected due to 

aging and the natural 

progression of the patient’s 

pathophysiology. No side 

effects were observed. 

[179] 

Richer S. 

et al. 
2013 USA  

n = 3 (two males and one female): 

Case 1: 86 y/o morbidly obese male 

and advanced AMD; 

Case 2: 88 y/o female with bilateral 

wet AMD; 

Case 3: 75 y/o male with diabetes 

and dry AMD who developed wet 

AMD. 

100 mg 

micronized/micro-

encapsulated trans-

RSV in Longevinex 

formulations. 

Case 1 showed a Snellen 

visual acuity improvement 

by seven lines at 6 weeks and 

better IR choroidal 

circulatory images during 

the same period. 

Case 2 showed bilateral 

improvement in visual 

function and near resolution 

of retinal fluid after 2 weeks. 

Case 3 reported better vision 

in 5 days with L/RV, and 

objective retinal and visual 

restoration similar to anti-

VEGF therapy wasobserved 

after 52 days of treatment 

[178] 
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Preclinical studies have shown that RSV has beneficial effects in ocular diseases, 

particularly AMD, glaucoma, cataract, DR, and vitreoretinopathy. Indeed, in vivo and 

in vitro studies have shown the anti-angiogenic potential of RSV in AMD [71] and DR 

[106]. One randomized and double-blinded clinical trial including 72 patients showed 

that supplementation with trans-resveratrol can lower VEGF levels in peritoneal 

effluent [177], thereby supporting the notion that RSV could be effective at reducing 

neovascularization in patients. Another clinical trial performed in the USA in 

octogenarians also showed that oral administration of Longevinex®, which is a 

combination of RSV with quercetin, ferulic acid together with vitamin D3 and a 

cooper/iron/calcium binding molecule called IP6 (inositol hexaphosphate), could 

improve retinal structure and visual function [178] as well as reduce neovascularization 

[179]. Moreover, a clinical trial on 19 type 2 diabetic patients supplemented with RSV 

revealed that it can not only be used to reduce oxidative stress and activate the AKT 

pathway, but also to improve insulin sensitivity [91]. Indeed, preclinical trials have 

shown that RSV can restore insulin levels in vitro.  

 

10.3. RSV and Association with Other Therapeutics 

   Much evidence has been provided with regard to the bioactivities of RSV alone, 

both in vitro and in vivo. Nevertheless, RSV could also be useful in combination with 

conventional therapies. Indeed, in a cancer context, it was shown that RSV can act as a 

therapeutic adjuvant and is able to potentiate the efficacy of chemotherapies. Some 

studies have also shown the adjuvant potential of RSV in ocular diseases. For instance, 

in an experimental model of glaucoma, treatment with RSV either alone or in 

combination with riluzole significantly delayed RGC loss [181]. Very interestingly, 

Subramani et al. showed that RSV was able to reverse the adverse effects of 

bevacizumab on cultured ARPE-19 cells [182]. Indeed, numerous patients treated with 

anti-VEGF therapies show clinical complications due to repeated intravitreal injections 

[183,184]. In the presence of RSV, Notch signaling gets activated. This activation, along 

with dephosphorylation of Erk 1/2 and MEK, has been shown to be a major driver of 

the functional restoration of RPE cells treated with a RSV/bevacizumab combination 

compared to those treated with bevacizumab alone [182].  

 

11. Safety of RSV  

  Concerning the toxicity of RSV, various studies have shown that RSV does not 

exhibit cytotoxicity in animal models and normal cells at the concentrations usually 

used in vitro (up to 100 µM) or in vivo (up to 500 mg/kg/day; see Table III) [185–188]. 

Moreover, some clinical studies have shown that RSV is safe in humans at various 

doses. Indeed, after daily RSV administration (0.5, 1.0, 2.5, or 5.0 g) for 29 days in 40 

healthy volunteers, no significant adverse effects were observed, only mild to moderate 

gastrointestinal symptoms at 2.5 and 5.0 g RSV [189]. Other reports on trials of RSV in 

humans after single [190,191] or multiple daily doses of up to 600 mg/d administered 

over 2 or 3 days [192,193] show that RSV is safe under the tested conditions. Recent 

clinical studies have shown that patients with confirmed colorectal cancer present high 

levels of RSV metabolites, especially RSV-3-Osulphate, RSV-3-O-glucuronide, and RSV-
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4-O-glucuronide, accumulated in the colorectum, and we have recently shown that 

these metabolites have anticarcinogenic properties. Thus, this poses the question as to 

whether RSV or RSV metabolites could be accumulated in eyes and ocular tissues and 

whether it is the aglycone molecule or its metabolites that are active. In fact, Wang et al. 

measured trans-RSV and its main metabolites in human eyes in patients with 

rhegmatogenous retinal detachment that were orally supplemented with Longevinex® 

(containing 100 mg of trans-RSV; one capsule daily for a total of three doses prior to 

surgical tissue resection) [194]. HPLC/MS-MS was performed to quantify trans-RSV, 

RSV-3-O-sulfate, RSV-3-O-glucuronide, and RSV-40 -O-glucuronide on tissue samples. 

The investigators showed that RSV and its main metabolites were detectable in 

conjunctiva, aqueous humor, and vitreous humor (i.e., 17.19 ± 15.32 nmol/g RSV in 

conjunctiva and 62.95 ± 41.97 nmol/L RSV-3-O-sulfate in aqueous humor). These data 

suggest that RSV and its main metabolites can be found in human eyes after 

supplementation and could potentially participate at the tissue level in the treatment of 

ocular diseases.  

 

12. Conclusions  

  There is compelling evidence that RSV can act on various pathologies in vivo such 

as coronary heart damage, cancer, and degenerative disease, by affecting various 

pathways. Along these pathways, RSV is able to act on common targets such as reactive 

oxygen species, lipids mediators, apoptosis, pro-inflammatory mediators, and 

angiogenesis. Through these mechanisms, RSV could prevent age-related ocular 

diseases (i.e., AMD, glaucoma, cataract, and DR) and could protect eyes against 

environmental factors (such as diabetes, hypertension, stress, UV light, acrolein found 

in cigarette smoke, and air pollution). Finally, through its pleiotropic 

properties/mechanisms of action, RSV could constitute a good candidate to prevent 

ocular diseases and may provide a novel strategy to enhance the efficacy of therapy 

currently used. More preclinical studies are required to provide further insights into 

RSV’s potential adjuvant activity.  

 

13. Methods  

  For this review, a systematic search of PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)  

was conducted to identify studies on RSV in ocular cells, experimental animals, or 

humans in relation to ocular diseases up to December 2020. The search term 

“resveratrol” was used in combination with “ocular diseases,” “eye diseases,” “retinal 

cells,” “oxidative stress,” “reactive oxygen species” (ROS), “age-related macular 

degeneration,” “AMD,” “glaucoma,” “cataract,” “diabetic retinopathy,” “corneal 

infection,” “vitreoretinopathy,” “epigenetic,” and “clinical trials.” The search was 

limited to English-language studies.  
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Objectifs 

 

La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) est la première cause de handicap visuel 

chez les personnes âgées de plus de 65 ans dans les pays industrialisés. Les traitements actuels 

se concentrent principalement sur la DMLA néovasculaire en utilisant des injections 

d’anticorps bloquant le facteur de croissance endothéliale (VEGF) responsable de la formation 

des nouveaux vaisseaux. Cependant, ces traitements ne ciblent que la phase active de la 

maladie c’est-à-dire lors de la formation des nouveaux vaisseaux. Au cours des deux dernières 

décennies, des études ont examiné le rôle de l'alimentation dans la prévention de la DMLA, 

démontrant ainsi que l'alimentation peut jouer un rôle important dans sa prévention et sa 

progression. En effet, les études AERDS ont démontré qu’une alimentation riche en oméga-3 

et anti-oxydant permettait de réduire significativement le risque de développer la DMLA. 

Ainsi, certains patients atteints de la maladie se voient prescrire des compléments 

alimentaires contenant des anti-oxydants et des oméga-3 pour renforcer leur apport 

quotidien. 

Parmi les molécules anti-oxydantes présentes naturellement dans l’alimentation, le 

resvératrol (RSV), un polyphénol de la vigne et du vin, est déjà connu pour ses effets 

protecteurs dans certaines maladies et nettement dans les maladies cardiovasculaires. Plus 

récemment, certaines études ont montré que le RSV pouvait être un bon candidat pour la 

prévention de maladies oculaires telles que la DMLA. Son pouvoir anti-oxydant permet non 

seulement de réduire les espèces réactives de l’oxygène (ERO), mais aussi de renforcer les 

défenses anti-oxydantes enzymatiques des cellules. En plus de son pouvoir anti-oxydant, le 

RSV présente aussi des bénéfices anti-inflammatoires dans les maladies oculaires. Ses effets 

anti-inflammatoires et anti-oxydants pourraient permettre de prévenir ou bien de ralentir les 

phases précoces de la maladie. De plus, le RSV pourrait aussi permettre de réduire la 

progression de la maladie grâce à ses effets anti-angiogéniques. En effet, diverses études 

menées sur le RSV dans des maladies telles que le cancer ont permis de montrer qu’il était 

capable de diminuer l’expression de protéines clefs impliquées dans l’angiogenèse ainsi que 

de ralentir la formation de nouveaux vaisseaux. Ainsi, ces études in vitro et préclinique ont 

permis de montrer les effets pléiotropies du resvératrol dans le contexte de la DMLA.  
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Bien que le RSV soit l’un des polyphénols, le plus étudié, d’autres polyphénols et composés 

phénoliques issus de la vigne et du vin présentent des effets bénéfiques sur la santé. Le vin 

rouge, en particulier, est l'une des sources les plus riches en polyphénols. Il contient non 

seulement une concentration élevée de resvératrol, mais aussi une diversité de polyphénols 

extrêmement intéressante. De plus, certaines études ont mis en évidence que des combinaisons 

de polyphénols pouvaient avoir des actions biologiques plus importantes que l’utilisation de 

polyphénol seul. Dans ce contexte, nous avons, au sein de l'axe transversal concernant 

« l'Apport des polyphénols dans le domaine de la santé » entre le Centre INSERM U1231 et 

l'IUVV (Institut universitaire de la vigne et du vin) initié un projet de recherche concernant 

l'impact d'anti-oxydants tels que les polyphénols de la vigne et du vin dans la DMLA. Cette 

étude vise à établir si un extrait sec de vin rouge riche en polyphénols peut exercer une action 

bénéfique dans le cadre de la survenue et de la progression de la DMLA et de comparer ses 

effets aux effets du resvératrol seul. Cette étude a porté sur un vin rouge issu des procédures 

de vinification établies par le Bureau interprofessionnel des Vins de Bourgogne (BIVB), dont 

nous avons réalisé un extrait sec enrichi en polyphénols. Après avoir caractérisé l’extrait, nous 

avons cherché à démontrer que cet extrait pouvait avoir un effet bénéfique dans le contexte de 

la DMLA. Ainsi, nous nous sommes posé la question si l’extrait sec de vin rouge pouvait 

prévenir, voire protéger l’œil sain face à divers inducteurs de la DMLA. Pour cela nous nous 

sommes demandé si l’extrait sec de vin rouge pouvait : 1) Altérer la sécrétion ainsi que la 

voie de signalisation du VEGF-A dans les cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien en 

condition non pathologique ; 2) Altérer la sécrétion de VEGF-A en condition pathologique 

induite par différents inducteurs ; 3) Prévenir la production d’espèces réactives de 

l’oxygènes ainsi que leur dommage dans les cellules de l’EPR ; 4) Prévenir la sécrétion de 

cytokine pro-inflammatoire en condition pathologique dans les cellules de l’EPR ainsi que 

dans des cellules immunitaires (macrophages).  
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Extrait sec de vin rouge  

Extraction des polyphénols 

Le vin rouge utilisé dans cette étude a été sélectionné par le Bureau Interprofessionnel des 

Vins de Bourgogne (BIVB), il s’agit d’un Santenay 1er cru, Les gravières 2012, dont le cépage 

principal est le Pinot Noir. La réalisation de l’extrait sec de ce vin a été réalisée en collaboration 

avec le Dr. David Monchaud de l’Institut de Chimie Moléculaire de l’Université de Bourgogne 

(ICMUB) selon la méthode décrite par Chalons et al., 2018.  

 Dans un premier temps, l’alcool et l’eau contenus dans le vin ont été évaporés à l’aide d’un 

évaporateur rotatif (Rotavapor RII, BUCHI) couplé à une pompe à vide et un bain-marie 

chauffé à 37°C. Le concentré de vin obtenu a ensuite été déposé sur une colonne d’absorption 

composée d’une matrice de billes de vinyl-divinyl benzène ; Diaion® HP20 (Supelco). Après 

avoir été rincés quatre fois avec de l’eau, les polyphénols ont été élués par une solution 

d’éthanol/acide acétique glacial 0,1%. Par la suite, l’éluant a été concentré et séché à l’aide d’un 

évaporateur rotatif (Rotavapor RII, BUCHI) couplé à une pompe à vide et un bain-marie 

chauffé à 37°C. Une poudre fine a été obtenue, extrait sec de vin rouge (red wine extract : RWE) 

stocké à -20°C à l’abri de la lumière.  

 

Analyse qualitative et quantitative de l’extrait sec de vin rouge 

La composition de l’extrait sec de vin rouge a été analysée par Chromatographie Liquide 

Haute Performance (CLHP) selon la méthode décrite par Chalons et al. 2018, et en 

collaboration avec le Pr. Tristan Richard et le Dr. Josep Valls-Fonayet de l’Université de 

Bordeaux. Cette analyse a été réalisée à l’aide d’un système CLHP équipé d’une colonne C18 

pour la séparation des composés, d'un détecteur à barrette de diodes pour la quantification 

des anthocyanes, des flavonols et des acides phénoliques, et d'un détecteur de fluorescence 

pour la catéchine et analyse des stilbènes. L'échantillon de vin a été injecté en trois exemplaires. 

Pour les anthocyanes et les flavonols, la phase mobile est constituée d'eau contenant 5 % 

d'acide formique (v/v) et de méthanol en proportions variables à un débit de 1 mL /min. Les 

anthocyanes ont été quantifiées à 520 nm sous forme de malvidine-3-glucoside [limite de 

détection (LOD) = 0,074 mg/L, limite de quantification (LOQ) = 0,240 mg/L]. Les flavonols ont 

été quantifiés à 360 nm sous forme de quercétine-3-rutinoside. Les flavan-3-ols, les acides 

phénoliques et les stilbènes ont été analysés à l'aide d'un gradient contenant de l'eau avec 2 % 
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d'acide acétique (v/v) et du méthanol/eau/acide acétique (90 :8 :2, v/v/v). Les acides 

phénoliques ont été quantifiés à 320 nm sous forme d'acide caféique. Les flavan-3-ols ont été 

quantifiés en tant que catéchine en utilisant le signal de fluorescence avec la longueur d'onde 

d'excitation à 290 nm et la longueur d'onde d'émission à 320 nm. Les stilbènes ont été quantifiés 

en tant que resvératrol par détection de fluorescence avec la longueur d'onde d'excitation à 

330 nm et la longueur d'onde d'émission à 320 nm. Des solutions standard ont été injectées en 

trois exemplaires et les moyennes des données ont été utilisées pour construire la courbe 

standard. Les concentrations totales ont été calculées selon chaque courbe standard. Toutes les 

anthocyanes quantifiées sont des dérivés 3-glucosyl qui peuvent être acylés en position 6 du 

glucose. Pour les flavonols, seule la quercétine-3-rutinoside a été quantifiée. 

 

Réactifs 

Le trans-resvératrol (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) a été dissout dans de 

l’éthanol 70% de sorte à obtenir une solution mère de 20 mM pour les expérimentations in vitro 

et une solution mère à 80 mM dans du DMSO a été réalisée pour les expérimentations in vivo. 

Une solution mère de lipopolysaccharides d’Escherichia coli O55:B5 (LPS, Sigma-Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France) a été réalisée dans de l’eau à une concentration de 5 mg/mL. 

L’interféron gamma (INFγ, preprotech, Neuilly-Sur-Seine, France) a été solubilisé dans de 

l’eau à une concentration de 25 µg/mL. Le VEGF-165 recombinant humain (rVEGF, 

Invitrogen, Waltham, MA, USA) a été solubilisé dans de l’eau afin de réaliser une solution 

mère à 50 µg/mL. La sonde 2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France) a été dissoute dans du DMSO afin de réaliser une solution mère à 

50 mM. Une solution mère de 2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride 

(AAPH, MERCK) a été préparée dans de l’eau à une concentration de 600 mM. Ces solutions 

mères ont été stockées à -20°C.  

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) a été obtenu chez MERCK (Darmstadt, Germany) et a été 

préparé dans du milieu de culture cellulaire à une concentration de 300 mM. 

Pour les analyses de western blot, les anticorps ont été préparés dans une solution de 

saturation (PBS 1X, tween20 0,1% et 5% de BSA ou de lait). Les anticorps suivants ont été 

obtenus chez cellsignaling Technology : VEGF-R2 (1/1 000 ; #2479), p-VEGF-R2 Y951 (1/1 000 ; 

#4991), p65 (1/1 000 ; #8242), p50 (1/1 000, #13586). L’anticorps dirigé contre p-VEGF-R2 Y1054 
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(1/1 000 ; 04-893) a été obtenu chez millipore et l’anticorps HSC70 (1/2 000, sc7298) a été obtenu 

chez santa cruz technology.  

 

Culture cellulaire 

ARPE-19 

Les cellules ARPE-19 proviennent de l’American Type Culture Collection (CRL-2302, 

ATCC). C’est une lignée cellulaire spontanée de l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) isolée 

à partir de la rétine d’un homme de 19 ans décédé à la suite d’un traumatisme crânien.  

 

Culture cellulaire 

Les cellules ont été cultivées dans un mélange (1:1, v/v) Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) et de milieu F-12 contenant du GlutaMAXTM (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) 

contenant 10 % de sérum de veau fœtal (SVF ; Dutscher, France) et maintenu à 37 ◦C dans une 

atmosphère contenant 5 % de CO2. Les cellules sont passées deux fois par semaine ou avant 

qu’elles n’atteignent 80-85 % de confluence. Pour cela, le tapis cellulaire est rincé avec du 

tampon Hanks’ Balanced Salts Solution (HBSS ; Dutscher) puis les cellules sont décollées par 

l’action de trypsine-EDTA (Dutscher). Une fraction de la suspension cellulaire (1/10ème) est 

ensuite repiquée dans une nouvelle flasque. La contamination par les mycoplasmes a été testée 

une fois toutes les deux semaines à l’aide du test MycoAlertTM (Lonza).  

 

Ensemencement  

Les cellules sont ensemencées à une densité constante de 7 500 cellules/cm² dans du 

DMEM/F12 supplémenté avec 10 % de SVF. Après 72 h de culture, le milieu de culture est 

éliminé et le tapis cellulaire rincé avec de l’HBSS. Du milieu frais supplémenté avec 1 % de 

SVF est ensuite ajouté. Après 24h de culture supplémentaire, les différents traitements ont été 

ajoutés dans le milieu de culture. 
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ARPE-19 “différenciées” 

Les cellules ARPE-19 différenciées, décrites par Dunn et al., en 1996, présentent un 

phénotype épithélial qui se rapproche des cellules physiologiques retrouvées dans 

l’épithélium rétinien pigmentaire. 

Afin d’induire leur différenciation, les cellules ARPE-19 ont été cultivées à 100 % de 

confluence durant 8 semaines dans du milieu DMEM/F12 supplémenté avec 1 % de SVF. Le 

milieu a été renouvelé 2 fois par semaine et la contamination au mycoplasme a été testée une 

fois toutes les deux semaines avec le test MycoAlertTM (Lonza).  

A la fin des 8 semaines de différenciation, les différents traitements ont été ajoutés dans les 

milieux de culture. La différenciation cellulaire a, par la suite été vérifiée par mesure de 

l’ARNm de gènes marqueurs de l’EPR, à savoir retinal pigment epithelium-specific 65 (RPE65) et 

retinaldehyde binding protein 1 (RLBP-1).  

 

Macrophages  

Les macrophages ont été isolés à partir de sang de patient. Pour cela, des buffy coat ont été 

obtenus auprès de l’Etablissement Français du Sang (EFS). Afin d’isoler les cellules 

mononucléaires du sang périphérique (PBMC), le sang a été déposé sur du milieu de 

séparation des lymphocytes (EUROBIO, Les Ulis, France) après avoir été dilué (1:1, v/v) au 

préalable dans une solution tamponnée avec du phosphate (phosphate-buffered saline, PBS, 

Dutscher, Brumath, France). Le sang a ensuite été centrifugé 20 min à température ambiante à 

une vitesse de 700x g (sans décélération). L’anneau formé par les PBMC a été récupéré et lavé 

deux fois avec du PBS. Les cellules ont ensuite été incubées 5 min à température ambiante dans 

un tampon de lyse (150 mM NH4Cl ; 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA). Cette étape permet 

d’éliminer tous les érythrocytes résiduels afin de ne conserver que les PBMC. Les cellules ont 

ensuite été ensemencées à une densité de 800 000 cellules/cm² dans du milieu DMEM/F12 sans 

sérum. Après deux heures, le tapis cellulaire a été rincé deux fois avec du milieu sans sérum 

afin de ne garder que les cellules adhérées. Enfin, les cellules ont été maintenues durant 6 jours 

dans du milieu frais DMEM/F12 contenant 10 % de SVF et 100 ng/mL GM-CSF (granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor, MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Germany). Le milieu 
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de culture a été renouvelé tous les deux jours. Après 6 jours de culture, les différents 

traitements ont été ajoutés aux milieux de culture.  

 

Mesure de la viabilité cellulaire 

La viabilité cellulaire a été mesurée par coloration au cristal violet. A la fin des traitements, 

le milieu de culture a été éliminé et les tapis cellulaires rincés avec du PBS avant d’être incubé 

15 min dans une solution de cristal violet (2.3% cristal violet, 0.1% oxalate d’ammonium et 20% 

alcool éthylique, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). La solution de coloration a 

ensuite été éliminée et les tapis cellulaires rincés trois fois avec de l’eau. Après l’évaporation 

totale de l’eau, le cristal violet a été dissout dans de l’acide acétique 33% et l’absorbance lue à 

590 nm à l’aide du lecteur de plaque PerkinElmer®, Envision. L’absorbance des cellules 

traitées avec le solvant (cellules contrôles) a été utilisée comme référence et rapportée à 100 % 

de viabilité, l’absorbance des différentes conditions de traitement est exprimée en pourcentage 

moyen par rapport au contrôle ± SEM.  

 

Western Blot 

Extraction protéique  

A la fin des traitements, les cellules ont été collectées (350x g, 5 min, 4°C), lavées 3 fois dans 

du PBS puis lysées dans un tampon radioimmunopecipitation assay (RIPA, 50 mM Tris-HCl ; 150 

mM chlorure de sodium ; 0.1% dodécyl sulfate de sodium ; 0.5% désoxy cholate de sodium; 

1% NP40; pH 8) associé à des inhibiteurs de phosphatase (fluore de sodium 50 mM) et de 

protéase (fluorure de phenylmethylsulfonyl ; PMSF ; 100 µM, Sigma-Aldrich,St. Quentin 

Fallavier, France), et un cocktail d’inhibiteur de protéase (Roche, Boulogne-Billancourt, 

France). Après 30 min de lyse sur glace, les échantillons ont été centrifugés 20 min à 16 000x g 

à 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires. La concentration protéique des lysats a été mesurée 

à l’aide du kit QuantiProTM BCA (Sigma, Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Les 

échantillons, contenant entre 25-60 µg de protéine, ont ensuite été dilués avec un tampon 

Leammli (60 mM Tris HCl, 10% glycérol, 2% dodécyl sulfate de sodium, 100 mM désoxy 

cholate de sodium, et 0.002% bleu de bromophénol, pH 6,8) puis chauffés 5 min à 95 °C.   
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Dépôt, migration et transfert 

Les échantillons ainsi que des marqueurs de poids moléculaire (PageRulerTM, ThermoFisher 

Scientific) ont été déposés sur des gels d’acrylamide (7,5-12%) TGX Stain-Free™ FastCast™ 

(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).  

La migration a été réalisée dans un système d’électrophorèse (BioRad) dans un tampon de 

migration (Tris base 25 mM, glycine 190 mM, SDS 0,1 %, pH 8,8). A la fin de la migration, les 

protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad) grâce au système 

TransBlot Turbo (BioRad). 

Par la suite, les sites aspécifiques ont été saturés à l’aide d’une solution contenant soit 5% 

sérum-albumine bovine (BSA) ou 5% lait dans du PBS contenant 0,1 % tween 20 (PBS-T) durant 

1 heure à température ambiante sous agitation. Puis les membranes ont été incubées avec les 

anticorps primaires durant une nuit à 4°C sous agitation. Après trois lavages de 10 minutes 

sous agitation avec une solution de PBS et 0,1% de tween, les membranes ont été incubées sous 

agitation à température ambiante durant 1 heure avec des anticorps secondaires couplés HRP 

(Horseradish Peroxidase) dirigés spécifiquement contre l’isotope de l’anticorps primaire 

utilisé. Pour finir, les membranes ont été lavées 3 fois comme décrit précédemment avant 

d’être révélées par chimioluminescence en utilisant du Clarity Western ECL (BioRad), les 

images ont été acquises avec un Chemidoc MP Imaging System. Les images ont ensuite été 

analysées grâce au logiciel Image LabTM v6.0 (BioRad).  

Certaines membranes ont été utilisées deux fois consécutives afin de révéler deux protéines de 

poids moléculaires similaires. Pour cela, les membranes ont été déshybridées entre la première 

et la seconde protéine à l’aide de deux bains successifs de 10 min dans du tampon de 

déshybridation (Glycine 25 mM, SDS 1 %, pH 2). Le pH a ensuite été remonté lors de 3 lavages 

avec du PBS-T, puis les membranes ont été saturées avant d’incuber le second anticorps 

primaire.  

 

Mesure des espèces réactives de l’oxygène intracellulaire 

Avant le traitement des cellules avec de l’H2O2 ou de l’AAPH, les cellules ont été incubées 

avec 10 µM de 2’,7’-dichlorofluorescin diacétate (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, St. Quentin, 

France). Après 30 minutes d’incubation, les cellules ont été rincées deux fois avec de l’HBSS, 
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puis du milieu de culture contenant les différents traitements a été ajouté sur les cellules. A la 

fin des traitements, la fluorescence de la sonde DCFH-DA a été mesurée à l’aide du lecteur de 

plaque PerkinElmer Envision (excitation = 488 nm; émission = 528 nm) et la viabilité cellulaire 

a été mesurée par cristal violet.   

 

Enzyme-Linked Immuno Sorbant Assay : ELISA 

Les taux de cytokines sécrétées (IL-6, IL-8, VEGF-A) dans le milieu de culture ont été 

mesurés par ELISA à l’aide des kits commercialisés par BioLegend (Amsterdam, Pays-Bas). 

Des plaques 96 puits ont été incubées à 4°C sur la nuit avec les anticorps de captures. Après 

avoir été rincés 4 fois avec 400 µL de PBS 1X contenant 0,1% de tween20, les sites aspécifiques 

ont été saturés avec la solution de saturation fournie dans les kits. Par la suite, les échantillons 

ainsi que les standards ont été ajoutés dans les plaques. Après 2 heures d’incubation sous 

agitation à température ambiante, les puits ont été rincés et incubés avec l’anticorps de 

détection durant 1 heure. Les puits ont ensuite été rincés comme décrit précédemment et une 

solution de stréptavidine conjuguée à HRP (peroxydase de raifort) a été incubée 30 min avant 

l’ajout de son substrat. 10 min après l’ajout de ce dernier, une solution stop (H2SO4, 1N) a été 

ajoutée et l’absorbance a été lue à 450 nm grâce au lecteur de plaque PerkinElmerTM Envision. 

Enfin, la concentration cytokinique a été calculée à l’aide du logiciel GraphPad Prism v8.3.0.  

 

Mesure de l’expression d’ARN  

Isolation des ARN 

Les ARN ont été isolés à l’aide du kit commercialisé par Zymo Research (Californie, USA). 

A la fin des traitements, le milieu de culture cellulaire a été éliminé et le tampon de lyse a été 

ajouté sur les tapis cellulaires et les cellules ont été grattées dans le tampon de lyse. Par la suite, 

un volume d’éthanol 70% équivalent au volume du tampon de lyse a été ajouté dans chaque 

échantillon. Le mélange tampon de lyse et éthanol a ensuite été placé sur une colonne 

d’extraction avant d’être centrifugé 30 secondes à 16 000x g.  Afin d’éviter les contaminations 

par l’ADN, ce dernier a été digéré grâce à l’ADNase fourni dans le kit durant 15 min à 

température ambiante. Les colonnes ont ensuite été rincées 3 fois avant l’élution des ARN avec 

15 µL d’eau. Enfin, les ARN ont été dosés grâce au Nanodrop 2 000 (Thermo Scientific).   
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Reverse transcription 

Les 400 ng d’ARN ont été rétrotranscrits en ADN complémentaires (ADNc) à l’aide du kit 

high capacity cDNA reverse transcription (4368813, Fisher scientific). Dans un premier temps, les 

ARN ont été dénaturés 5 min à 65°C en présence d’amorces aléatoires et de 0,5 mM de 

désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP). Ensuite, une enzyme de rétrotranscription a été 

ajoutée. Les échantillons ont été chauffés dans un thermocycler, 2 heures à 37°C puis 5 minutes 

à 70°C et enfin conservés à 4°C.  

 

Réaction en chaine par polymerase quantitative (qPCR) 

Afin de mesurer l’expression de gène cible, les ADNc ont été incubés dans un mix contenant 

un couple d’amorces spécifique du gène d’intérêt (Tableau 5) et du SYBR green (15310939, 

Applied biosystem, Thermofisher). La qPCR a été réalisée à l’aide d’un thermocycleur ViiaTM 

7 Real – Time PCR System (Applied Biosystems) (10 minutes à 95 °C ; 40 cycles : 15 secondes 

à 95 °C ; 1 minute à 60 °C ; 15 secondes 0 à 95 °C ; 10 minutes à 95 °C ; 15 secondes à 95 °C).  

Les valeurs de cycle threshold (Ct) des gènes cibles ont été rapportées aux valeurs des gènes 

de ménages (L27 et GAPDH). L’expression transcriptionnelle relative a ensuite été calculée en 

utilisant la formule 2^(-∆Ct). 

Tableau 5. Liste des amorces utilisées pour les PCR 

Gène 
Amorce sens (5’-3’) Amorce antisens (5’-3’) 

RPE65 GATGTGGGCCAGGACTCTTT AGTGCGGATGAACCTTCTGT 

RLBP1 GGCAGGGGAACAACCAAGACT AGTCAGGGCCAAGTTGTGAC 

VEGF-A ATCTTCAAGCCATCCTGTGTG GAGGTTTGATCCGCATAATCTG 

IL-10 TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA 

IL-6 AGACAGCCACTCACCTCTTCAG TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG 

IL-8 GAGAGTGATTGAGAGTGGACCAC CACAACCCTCTGCACCCAGTTT 

MCP-1 CATGAAAGTCTCTGCCGCCC GGGCATTGATTGCATCTGGCTG 

CD206 CCAAACGCCTTCATTTGCCA ACCTTCCTTGCACCCTGATG 

L27 ACCTAATGCCCACAAGGTACTC TCGGGCCTTGCGTTTAAGAG 
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Analyse statistique 

La moyenne des valeurs est exprimée ± SEM (Standard Error of the Mean) issue de trois 

expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été calculées à l’aide du logiciel 

GraphPad Prims 8.3.0 (GraphPad Software, La Jolla, San Diego, CA, USA). La distribution 

normale des données entre les groupes a été calculée à l’aide du test de Shpiro-Wilk. Un test 

ANOVA suivi d’un test à comparaison multiple de Dunnett a été utilisé lorsque les valeurs 

suivent la loi normale. Un test ANOVA suivi d’un test à comparaison multiple de Kruskal-

Wallis a été utilisé lorsque les valeurs suivent la loi normale. p-value ≤ 0,05 a été considérée 

comme significative, n.s. = non significatif; *p<0,05, **p<0,01 ;*** p<0,0001.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats   



Résultats 

125 

Etude 1 : Analyse de l’effet d’un extrait sec de vin rouge sur la 

sécrétion et la signalisation intracellulaire du facteur de croissance 

endothéliale (VEGF-A) dans les cellules de l’épithélium pigmentaire 

rétinien.    

 

A. Contexte général et objectifs de l’étude 

La DMLA est une maladie dégénérative de la rétine qui se traduit par la perte de la vision 

centrale. Dans sa forme tardive et la plus sévère, elle se caractérise par une néo-angiogenèse 

anarchique, conduisant à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui perturbent 

l’organisation de la rétine. Ces nouveaux vaisseaux proviennent de la choroïde et traversent 

la membrane de Bruch, ce qui altère l’homéostasie de la rétine et notamment de l’épithélium 

pigmentaire rétinien. Ces cellules servent d’ancrage aux cônes et bâtonnets, leur destruction 

entraîne une perte localisée et permanente de cette vision. De plus, la formation de ces 

nouveaux vaisseaux peut induire de graves complications telle que des hémorragies 

rétiniennes ou encore un décollement de la rétine entraînant une perte très rapide de la vision 

centrale. La néovasclarisation est principalement induite par un facteur de croissance, le 

VEGF. Ainsi, la surexpression de ce facteur (VEGF-A) est de mauvais pronostic pour 

l’évolution de la maladie. De nombreuses stratégies de traitement utilisent des anticorps anti-

VEGF afin d’inhiber l’angiogenèse. Cependant, ces anticorps ne sont efficaces que lors des 

phases actives de la maladie, c’est-à-dire lors de la formation des nouveaux vaisseaux. Afin de 

compléter ces traitements, certaines études ont montré que l’alimentation joue un rôle 

important dans sa survenue ainsi que dans la progression de la maladie. Ainsi, dans certains 

cas, les médecins ophtalmologues prescrivent des compléments alimentaires afin de renforcer 

les apports nutritionnels des patients en anti-oxydants et oméga-3. Parmi les composés 

naturellement anti-oxydants, les polyphénols pourraient présenter un intérêt pour la santé et 

notamment pour la DMLA. En effet, certaines études ont été réalisées afin de prouver l’effet 

de plusieurs préparations enrichies en extrait de polyphénol de raisin ou en polyphénols de 

vin sur les maladies dégénératives liées à l’âge (Mendes et al., 2018) et les maladies oculaires 

(Dugas et al., 2010; Kang and Choung, 2016; Sheu et al., 2010). Plus particulièrement, le 

resvératrol, un polyphénol de la vigne, empêchait la sécrétion de VEGF induite par les 

oxystérols des cellules rétiniennes humaines (Dugas et al., 2010). Cependant, qu’en est-il d’un 
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mélange complexe plus polyphénolique comme le vin rouge, qui contient une grande variété 

de polyphénols ? Considérant le rôle fondamental du VEGF dans le développement et la 

progression de la DMLA, nous avons étudié l’effet potentiel d’un extrait de vin rouge (Red 

wine extract, RWE) sur la sécrétion de VEGF-A dans les cellules rétiniennes humaines ARPE-

19. L’objectif principal est de déterminer si l’extrait peut diminuer la sécrétion de VEGF-A 

et altérer sa voie de signalisation et ainsi influencer la progression de la DMLA.  

 

B. Résumé de l’étude 

B.1. Extraction et caractérisation des polyphénols de vin rouge  

En partenariat avec le Bureau Interprofessionnel des Vins de Bourgogne (BIVB) nous 

avons sélectionné un vin rouge de la région viticole de la Côte de Beaune, un Santenay 1er 

cru, Les gravières 2012. Pour cette étude, l’extraction des composés phénoliques a été réalisée 

en collaboration avec le Dr. David Monchaud de l’Institut de Chimie Moléculaire de 

l’Université de Bourgogne (ICMUB) selon la méthode décrite par Chalons et al. (2018). 

Brièvement, l’alcool a été éliminé par évaporation à l’aide d’un évaporateur rotatif (Rotavapor 

RII, BUCHI) couplé à une pompe à vide et à un bain-marie à 37 °C. Ensuite, les composés du 

vin rouge ont été séparés en utilisant une colonne d’absorption contenant des billes de vinyl-

divinyl benzène (Diaion® HP20, Supelco). La colonne a ensuite été lavée avec de l’eau distillée 

afin d’éliminer les impuretés puis les polyphénols ont été élués avec une solution 

d’éthanol/acide acétique glacial 0,1 %. Pour finir, les fractions d’éluant recueillies ont été 

concentrées à sec à l’aide d’un ensemble d’évaporateurs rotatifs (Rotavapor RII, BUCHI) 

couplé à une pompe à vide et à un bain-marie à 37 °C.  

L’analyse quantitative et qualitative du RWE a été effectuée en utilisant la technique de 

Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) selon la méthode de Chalons et al. 

(2018), en collaboration avec le Pr. Tristan Richard et le Dr. Josep Valls-Fonayet de 

l’Université de Bordeaux. L’analyse a été réalisée grâce à un système CLHP équipé d’une 

colonne C18 pour la séparation des composés, d’un détecteur à barrette de diodes pour la 

quantification des anthocyanes, des flavonols et des acides phénoliques, et d’un détecteur de 

fluorescence pour la catéchine et l’analyse des stilbènes. La caractérisation de l’extrait montre 

une forte teneur en acides phénoliques et flavan-3-ols, ces derniers représentant 

respectivement 49,2 et 36 % de l’extrait total. À cela s’ajoute une quantité moindre, mais non 
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négligeable d’anthocyanines (9 %), de flavanols (2 %) et de stilbènes (3,2 % au total dont 

1,5 % de resvératrol).  

 

B.2. Évaluation du potentiel santé de l’extrait sec de vin rouge 

Afin d’évaluer les effets de l’extrait sec de vin rouge (red wine extract, RWE), nous avons 

utilisé des cellules humaines de l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR), ARPE-19. Dans un 

premier temps, nous avons évalué l’innocuité de l’extrait ainsi que celui du resvératrol (RSV) 

seul. Ainsi, après 24 h et 48 h de traitement avec des concentrations croissantes en RWE et RSV 

allant de 0 à 250 µg/mL, nous n’avons observé aucune cytotoxicité. 

 Pour la suite de l’étude, nous avons choisi trois doses de RWE, à savoir 30, 50 et 100 µg/mL. 

Nous avons mis en évidence que ces doses avaient un effet biologique dans d’autres types 

cellulaires (Chalons et al., 2020, 2018). De plus, nous avons également choisi une dose de RSV 

à 20 µM. Les précédents travaux de notre équipe ont montré l’effet bénéfique du RSV utilisé à 

cette dose contre la toxicité induite par des oxystérols (Dugas et al., 2010). 

Comme décrit précédemment, le principal acteur de la progression de la DMLA 

néovasculaire est le facteur de croissance vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A). La voie 

classique de signalisation médiée par le VEGF-A passe par sa fixation sur ses récepteurs VEGF-

R1 et VEGF-R2 (R2 étant le récepteur de signalisation majeur), ce qui déclenche l’activité de 

plusieurs kinases qui vont réguler la sécrétion de VEGF-A, la prolifération, la migration, la 

survie et la perméabilité vasculaire. L’inhibition de la sécrétion et de la voie de signalisation 

du VEGF-A par des molécules naturelles peut être bénéfique dans la DMLA.  

Afin d’analyser les effets du RWE, nous avons cherché à mesurer l’expression protéique 

ainsi que la sécrétion de VEGF-A dans les cellules rétiniennes traitées en présence ou en 

absence de RWE (0, 30, 50 et 100 µg/mL) ou de RSV à 20 µM. Ces analyses ont montré que le 

RWE peut diminuer significativement l’expression ainsi que la sécrétion du VEGF-A, et ce 

de manière plus importante que le RSV seul.   

La sécrétion de VEGF-A par les cellules rétiniennes résulte de l’activation de la voie de 

signalisation impliquant les récepteurs à tyrosines kinases spécifiques du VEGF. La liaison du 

VEGF-A se produit principalement sur le récepteur VEGF-R2, qui induit sa phosphorylation 

et une cascade de signalisation intracytoplasmique passant par la phosphorylation de MEK 

(Mitogen-activated Extracellular signal-regulated protein Kinase), et avec l’activation de la 
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phosphorylation des kinases ERK 1/2 (Extracellular Regulated Kinase 1/2). La phosphorylation 

de ces protéines active divers facteurs de transcription nécessaires à l’activation 

transcriptionnelle du gène codant pour le VEGF-A. Ainsi, en accord avec la capacité du RWE 

à diminuer la sécrétion de VEGF-A, nous avons aussi montré qu’il est capable de diminuer 

significativement la phosphorylation du récepteur VEGF-R2 sur la tyrosine 951 ainsi que la 

phosphorylation de MEK et de ERK 1/2. Le resvératrol seul diminue uniquement l’expression 

protéique de VEGF-R2 sans toutefois modifier significativement sa phosphorylation 

(activation), ni celles des kinases MEK et ERK 1/2. Ainsi, il semble que l’extrait sec de vin 

rouge présente un effet anti-angiogénique plus prometteur que le resvératrol seul.  
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Abstract: Age-related macular degeneration (AMD) is a degenerative disease of the 
retina where the molecular mechanism involves the production of vascular endothelial 
growth factor (VEGF), a factor of poor prognosis of the progression of the disease. 
Previous studies have shown that resveratrol, a polyphenol of grapevines, can prevent 
VEGF secretion induced by stress from retinal cells. Considering the fundamental role 
played by VEGF in development and progression of AMD, we investigate the potential 
effect of red wine extract (RWE) on VEGF secretion and its signaling pathway in human 
retinal cells ARPE-19. To examine the effect of RWE in ARPE-19, a quantitative and 
qualitative analysis of the RWE was performed by HPLC MS/MS. We show for the first 
time that RWE decreased VEGF-A secretion from ARPE-19 cells and its protein 
expression in concentration-dependent manner. RWE-induced alteration in VEGF-A 
production is associated with a down of VEGF-receptor 2 (VEGF-R2) protein expression 
and its phosphorylated intracytoplasmic domain. Subsequently, the activation of kinase 
pathway is disturbing and RWE prevents the phosphorylation of MEK and ERK 1/2 in 
human retinal cells ARPE-19. Finally, this study sheds light on the interest that the use 
of polyphenolic cocktails could represent in a prevention strategy.

Keywords: polyphenols; red wine extract; AMD; retinal cells; ARPE-19; degenerative 
diseases; ocular diseases
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1. Introduction  

Since the last decade, several epidemiological studies have shown an inverse relation 

between the incidence of coronary diseases and wine consumption, compared to wine 

abstinence [1,2]. In France, despite of a fat-containing diet, the incidence of coronary 

heat diseases is lower than other western countries with a similar diet, which is partly 

attributed to the moderation consumption of red wine [3]. This apparent discrepancy is 

called the “French paradox”. However, since the 1990s, some studies have shown that 

this “French paradox” is more likely resulting from a Mediterranean-type diet [4,5]. 

In this context, we have previously shown in a controlled environment in hospital 

that a moderate consumption of red wine (250 mL/day), even for a short period (2 

weeks), associated with a “Western prudent” diet, improves various blood parameters 

in the lipid and antioxidative status in patients with previous coronary ischemic 

accidents in comparison to patients receiving water [6]. This “Western prudent” diet 

has also been proposed to prevent other pathologies such as degenerative diseases or 

diseases linked to oxidative stress or even cancer. Very recently, we were able to 

demonstrate that a red wine extract (RWE) made it possible to act on inflammation by 

reducing the level of certain proinflammatory cytokines produced by immune cells [7] 

but also by reducing the formation of an inflammatory complex in macrophages such 

as NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) [8], or to reduce 

intestine polyp preneoplasia development in mice [9]. These effects have been 

confirmed in other studies, where RWE can reduce tumoral C26 growth in BALB/c mice 

and vascular endothelial growth factor (VEGF) [10]. The latter factor is not only 

important for the neoangiogenesis, which is necessary for tumor growth and the spread 

of metastatic cells, but it is also involved in other disease processes such as age-related 

macular degeneration (AMD).  

Indeed, AMD is a degenerative disease of the retina characterized by progressive loss 

of central vision. This disease selectively affects the macula, which is the central region 

of the retina, which explains why only the central vision is affected, and not the 

peripheral vision. The formation of new blood vessels through the membrane destroys 

the cells lining the back of the retina. These cells serve as an anchor for the cones and 

rods, which allow vision, their destruction leads to a localized and permanent loss of 

this vision. Thus the overexpression of this vascular factor is a factor of poor prognosis 

of the progression of the disease and many strategies are put in place to counter the 

production of VEGF in particular the use of anti-VEGF antibodies. Alongside these 

pharmacological strategies for which resistance sometimes appears, numerous studies 

have been able to show the influence of nutrition on the occurrence of this type of 

pathology and its evolution [11,12]. Among natural compounds, polyphenols could 

present interest to counteract AMD. Indeed, some studies have performed in order to 

prove the effect of several preparations enriched with polyphenol grape extract or wine 

polyphenols on age-related degenerative diseases [13] and ocular diseases [14–16]. 

More specifically, we have shown that resveratrol, a polyphenol of grapevines, 

prevented VEGF secretion induced by oxysterols from human retinal cells [15]. 

However, what about a more polyphenolic complex mixture such as red wine, which 
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contains a wide variety of polyphenols? Considering the fundamental role played by 

VEGF in development and progression of AMD, we investigated the potential effect of 

a red wine extract (RWE) on VEGF-A secretion in human retinal cells ARPE-19 having 

an AMD phenotype. The main goal is to determine whether RWE could decrease VEGF-

A secretion and alter this signaling pathway and thus influence the progression of 

AMD. We show here for the first time that RWE inhibits VEGF-A secretion in a dose-

dependent manner in human retinal cells. This reduction is associated with a decrease 

in VEGF-A protein expression. Very interestingly, RWE affects the signaling pathway 

leading VEGF production, particularly, RWE decreases activation of the receptor to 

VEGF-A, VEGF-R2 and the associated-protein kinases such as the mitogen-activated 

protein kinase (MEK) and extracellular regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) 

 

2. Results  

2.1. Qualitative and Quantitative Analysis of RWE and Its Toxicity on ARPE-19 

Retinal Cells 

The wine vinification processes can affect, by many factors, the wine. Indeed, the 

climate, the vine, the country and the year can alter the quantity and the quality of 

polyphenols in wine, which also varies between white and red wines. Red wine present 

a higher quantity of polyphenols estimated to be around 900–2500 mg/L in contrary to 

white wine composition estimated to be around 190–290 mg/L. As we previously 

demonstrated in a previous study, the quantitative and qualitative wine composition of 

bioactive molecules such as polyphenolic compounds is essential in the biological 

effects that can be observed whether there are antagonistic or synergistic [9]. The Figure 

1 summarizes the extraction of red wine (Santenay 1er cru Les Gravières 2012 (Côte 

d’Or, France), to obtain a power of red wine namely red wine extract (RWE), which was 

diluted in 70% ethanol at a rate of 100 mg/mL. 
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Figure 1. A preparative column was used to adsorb phenolic compounds present in red wine, and after alcohol 

evaporation, the concentrated residue was lyophilized to be finally sprayed in order to obtain the phenolic extract 

dry powder.  

 

 A qualitative and quantitative analysis performed by HPLC of the RWE was carried 

out in order to determine its polyphenolic content. As illustrated in Figure 2, we 

obtained different spectra allowing identifying with MRM transitions and by UV (λ = 

520 nm) the main compounds contained in the extract by differentiating the main 

phenolic non-anthocyanin compounds (Figure 2a) and the main anthocyanins (Figure 

2b). Figure 1. A preparative column was used to adsorb phenolic compounds present 

in red wine, and after alcohol evaporation, the concentrated residue was lyophilized to 

be finally sprayed in order to obtain the phenolic extract dry powder. A qualitative and 

quantitative analysis performed by HPLC of the RWE was carried out in order to 

determine its polyphenolic content. As illustrated in Figure 2, we obtained different 

spectra allowing identifying with MRM transitions and by UV (λ = 520 nm) the main 

compounds contained in the extract by differentiating the main phenolic non-

anthocyanin compounds (Figure 2a) and the main anthocyanins (Figure 2b).  

 The qualitative and quantitative determination of polyphenolic compounds in RWE 

is crucial to evaluate its biological activities since we have previously demonstrated that 
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composition of bioactive compounds of the wine could impact its antiproliferative and 
anti-inflammatory activities [7,8]. In fact, we have shown that an association of 
resveratrol and quercetin can have a synergetic effect against the proliferation of colon 
cancer cells, which is not the case for other combinations such as resveratrol/catechin or 
resveratrol/catechin/quercetin [9]. The evaluation of the polyphenolic content revealed 
an important proportion of phenolic acids and flavan-3-ols. Indeed, we identified 49% 
of phenolic acids (gallic acid, caftaric acid and caffeic acid) and 36% of flavan 3-ols 
(catechin, epicatechin, procyanidins B1, B2, B3 and B4) of the total content (Figure 3). 
To this is added in a smaller but not insignificant quantity, 9% of anthocyanins 
(delphinidin 3-glucoside, cyanidin 3-glucoside, petunidin 3-glucoside, peonidin 3-
glucoside and malvidin 3-glucoside); 2% of flavonols (quercetin, quercetin-3-glucoside 
and quercetin-3-rhamnoside) and 4% of stilbenes (cis- and trans-resveratrol, cis- and
trans-piceid, trans-piceatannol, ε-viniferin, Ω-viniferin, pallidol and isohopeaphenol). 

Figure 2. (a) Extracted ion chromatogram of the MRM transitions belonging to the main phenolic non-
anthocyanin compounds detected in the wine extract. 1 = Gallic Acid; 2 = Caftaric Acid; 3 = Caffeic Acid; 
4 = t-Piceid; 5 = t-Piceatannol; 6 = c-Piceid; 7 = t-Resveratrol; 8 = c-Resveratrol; 9 = Procyanidin B1; 10 = 
Procyanidin B3; 11 = Catechin; 12 = Procyanidin B4; 13 = Procyanidin B2; 14 = Epicatechin; 15 = Quercetin-
3-glucuronide; 16 = Quercetin-3-rhamnoside; 17 = Quercetin; 18 = Pallidol; 19 = Parthenocisin A; 20 = 
Isohopeaphenol; 21 = c-E-viniferin; 22 = t-E-viniferin, 23 = t-w-viniferin. (b) UV520 Chromatogram of the 

(a)

(b)
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main anthocyanins detected in the red wine extract. 1 = Delphinidin 3-glucoside; 2 = Cyanidin 3-
glucoside; 3= Petunidin 3-glucoside; 4= Peonidin 3-glucoside; 5= Malvidin 3-glucoside; 6 = Malvidin 
acylated derivative.

Figure 3. Quantitative analysis of red wine extract content and chemical structures of the main polyphenolic 
compounds

To specify the potential role of RWE in AMD and more particularly against VEGF, 
we first evaluated its toxicity on undifferentiated ARPE-19 retinal cells mimicking cells 
affected by AMD [17]. As revealed by cytotoxic curves that whatever the time of 
treatment, 24 and 48 h, RWE had no significant impact on the cellular viability of human 
retinal cells ARPE-19 with a game of increasing concentrations of RWE to 0 up to 250 
µg/mL (Figure 4a). In the same manner, resveratrol (RSV) used in our experiment as a 
reference compound, presented no significant toxicity at the time of treatment and 
concentrations used (Figure 4b). In the following experiments, RWE was therefore used 
at three concentrations namely 30, 50 and 100 µg/mL in ARPE-19 cell lines. These 
concentrations were chosen both because they are noncytotoxic on retinal cells and 
because we have previously shown with these same concentrations that RWE was able 
to present significative properties (i.e., inhibition of proinflammatory cytokines 
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production from macrophages [8], prevention of naïve T lymphocytes differentiation 

into proinflammatory T helper 17 cells [7] and inhibition of polyps development [9]). 

Furthermore, the secretion of VEGF by retinal cells being a rapid process with an early 

response of the kinase cascade activation, we explored the effect of RWE after 24 h of 

treatment of APRE-19 cells. In this experiment, RSV was used as a comparison at a 

concentration of 30 µM, which is non cytotoxic on the cell line ARPE-19. Indeed, we 

have previously shown a protective effect of RSV against toxic effects of oxysterols in 

retinal cells after 24 h and 48 h of treatment [15]. 

 

Figure 4. Safety assessment of red wine extract (RWE) and RSV on human retinal cell line ARPE-19. 

Crystal violet staining was performed in order to analyzed the cell viability of ARPE-19 after 24, 48 

and 72 h of the (a) RWE treatment (starting concentration up to 250 µg/mL, 1:2 serial dilutions) and 

(b) RSV (starting concentration up to 250 µg/mL, 1:2 serial dilutions). Data are expressed as mean 

percentages ± s.d. of three independent experiments. 

 

 

2.2. RWE Prevents VEGF Secretion from ARPE-19 Cells and Its Protein Expression 

  Since VEGF is the main factor involved in the neoangiogenesis and the progression 

of AMD, we firstly determined whether RWE was able to affect its expression. 

Immunoblotting analysis shown that after 24 h of treatment, RWE strongly decreased 

VEGF protein expression in ARPE-19 cells in a concentration-dependent manner as 

compared to the control (Figure 5a). Interestingly, RWE at 50 µg/mL presented the same 

inhibitory effect of VEGF expression as RSV at 30 µM, and a more effect at 100 µg/mL 

(Figure 5a). These results suggested that polyphenolic compounds present into RWE at 

lower concentrations act in a synergistic manner to decrease VEGF expression. This is 

in agreement with what we previously found regarding the effect of RWE in other 

models such as macrophages or immune cells [7,8]. This decrease in VEGF protein 

expression by RWE should normally be accompanied by a decrease in VEGF secretion 
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by retinal cells. In order to verify this hypothesis, we quantified using an ELISA method, 

the levels of VEGF released into the culture medium. As assumed, 24 h of treatment, 

RWE decreased the levels of VEGF in a very significant manner for the concentrations 

of 50 and 100 µg/mL (Figure 5b). Surprisingly, the RSV at the concentrations of 30 µM 

after 24 h of treatment failed to decrease the production of VEGF in retinal cells. 

 

2.3. RWE Prevents VEGF-A Secretion from ARPE-19 Cells and Its Protein Expression  
 Secretion of VEGF-A by retinal cells results from the activation of the signaling 

pathway involving VEGF-specific tyrosine kinase receptors whose activation loop 

results from a phosphorylation cascade through the induction of successive kinases 

[18]. Indeed, the binding of VEGF-A occurs mainly on the VEGF-R2 receptor, which 

induces its phosphorylation and the intracytoplasmic signaling cascade, passing 

through the phosphorylation of the mitogen-activated protein kinase kinase (MEK) 

protein, and with the ultimate activation of the phosphorylation of the extracellular 

regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) protein. The latter once phosphorylated could then 

activate various nuclear transcription factors making it possible to activate the gene 

coding for VEGF. We observed by immunoblotting that RWE since low concentration 

at 30 µg/mL was able to strongly inhibit VEGF-R2 protein expression and its 

phosphorylated form (Figure 6). This disruption in VGEF-R2 activation through its 

intracytoplasmic  phosphorylation leads to a decrease of activation of the MEK and ER 

1 2 pathway. As shown by the immunoblotting 24 h of treatment with RWE decreased 

significantly the phosphorylation of MEK and ERK 1/2 in ARPE-19 cells (Figure 6). 

Although RSV decreased significantly the expression of VEGF-R2, the polyphenol 

failed to prevent the phosphorylation of VEGF-R2 and subsequently then allowed the 

phosphorylation cascade to take place. 

 

Figure 5. RWE decreases VEGF-A protein expression and its secretion from ARPE-19 cells. (a) Upper panel: 

representative immunoblot of VEGF6A protein expression from three independent experiments in human retinal 

ARPE-19 cells after 24 h of treatment without (Co) or with 30, 50 and 100 µg/mL of RWE or with RSV 20 µM. β-

actin was used as a loading control. Down panel: densitometry quantification of Western blotting. Data are 

expressed as the mean folds’ induction ± SEM of three independent experiments. p values were determined by a 

one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001. (b) As in 

(a) VEGF-A secretion was measured in the cell medium by ELISA. The data are the mean ± S.D. of four independent 
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experiments with n = 10. p values were determined by a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple 

comparison test. * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001. 
 

Figure 6. RWE disrupts VEGF-R2 kinase activation pathways. (a) Immunoblotting analysis of VEGF-R2, 

phospho VEGF-R2 (p-VEGF-R2), MEK, phospho MEK (p-MEK), ERK 1/2 and phospho-ERK 1/2 (p ERK 1/2) in 

RWE-treated ARPE-19 cells with increasing concentration (30, 50 and 100 µg/mL) or with RSV (20 µM) for 24 h. 

β-actin was used as a loading control. (b) Densitometry quantification of Western blotting. Data are expressed 

as the mean folds induction ± SEM of three independent experiments. p values were determined by a one-way 

ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001. 

 

 

3. Discussion  

AMD is a multifactorial degenerative pathology, which results from the conjunction 

of several risk factors. The most important of these is age, with a sharp increase after 

the sixth decade, but there are also genetic, ethnic or environmental factors. Indeed, 

smoking, obesity and diet are linked to this disease [19]. Studies have shown that in 

developed countries, AMD is the leading cause of visual impairment and blindness 

affecting people over 65 years [20]. The molecular mechanism of AMD involved a 

growth factor, namely VEGF-A, for which the secretion induces the appearance of new 

immature and poor quality blood vessels that invade the different histological layers 

that make up the retina. This results in the destruction of the thin membrane separating 

the retina from the bloodstream [21]. This invasion combined with the fact that these 

vessels, of poor quality, allow serum to diffuse causes a progressive loss of vision by 

the destruction of the underlying cells. It therefore appears essential to control the 

secretion of VEGF in order to limit the phenomenon of neoangiogenesis and thus limits 

the disappearance of retinal cells. To overcome this VEGF-A secretion by retinal cells 

affected by AMD, there is a growing research interest to develop various antibodies 

against VEGF-A [22], but this strategy failed in one form of AMD, the dry form for 
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which there is no treatment at present apart from recommendations in particular in 
terms of nutrition or supplementation [23]. Moreover, some resistance to anti-VEGF-A 
antibodies is highlighted in patients with an exudative form [24]. Thus some studies 
have tried to demonstrate the action of nutrition or supplementation against VEGF-A 
secretion from retinal cells such as oral nutritional supplementation in patients with 
intermediate or advanced AMD, where the risk of vision loss of three or more line was 
reduced by 19% with this supplementation [11]. In this way, we tested the ability of a 
polyphenol-enriched extract (RWE) from a red wine to act on the VEGF-A pathway in 
human retinal cells, which is an AMD phenotype. The present study highlights that 
RWE was able to prevent secretion of VEGF-A from ARPE-19 cells in a dose-dependent 
manner, which is associated with a decrease of VEGF-A protein expression. Usually, its 
activity is linked to its binding to the surface of tyrosine kinase receptors (VEGF-R or 
vascular endothelial growth factor receptor). The binding is done on the extracellular 
part of the transmembrane receptors. There are three isoforms of receptors that bind 
VEGFs with different affinities: VEGF-R1, VEGF-R2 and VEGF-R3. Each of them 
activates different signaling channels resulting in different effects. It has thus been 
possible to demonstrate the role of VEGF-R1 and VEGF-R2 in the process of 
angiogenesis, while that of VEGF-R3 is more linked to lymphangiogenesis [25]. More 
generally, VEGF-A binds to VEGF-R1 and VEGF-R2. These have 44% homology in their 
sequence, but their affinity for their ligand differs, and they induce different cellular 
and biological effects. The receptor with the strongest affinity for VEGF-A is VEGF-R1, 
but the receptor predominantly present on the surface of epithelial cells is VEGF-R2, so 
it is the latter that appears to be the main mediator of angiogenic activity. In addition, 
VEGF-R1 has been shown to have lower activity due to the presence of an inhibitory 
sequence, the absence of which in VEGF-R2 leads to an improvement in tyrosine kinase 
activity. VEGF binding to its receptor leads to phosphorylation of its intracytoplasmic 
domain for engaging the mitogen-activated protein kinase (MAP kinase) activation 
cascade including MEK and ERK (Figure 7).
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Figure 7. RWE prevents VEGF production by disruption of VEGF-R2 activation. RWE decreases 

the phosphorylation of VEGF-R2 (P-VEGF-R2) and subsequently prevents the phosphorylation 

of MEK (P-MEK) and ERK 1/2 (P-ERK 1/2) in human retinal cells ARPE-19. 

 

 We show in the present report that RWE was able to alter the phosphorylation of 

intracytoplasmic domain of VEGF-R2 leading a disrupting in kinase pathway (Figure 

7). By disrupting the phosphorylation of MEK and ERK in retinal cells, RWE could alter 

the pathway inducing the VEGF production.  

 It is very surprising that the polyphenol RSV alone was not able to prevent this 

pathway at 20 µM. This absence of effect on VEGF secretion by retinal cells was with a 

lack of effect on the MAPK activation pathway. This could be explained by the fact that 

RWE contains many polyphenolic compounds that, even at very low concentrations, 

could act in synergy in order to exert an action against the activation of the VEGF-R2 

pathway. Analysis of polyphenolic composition revealed a high content of phenolic 

acid (49%) and flavan 3-ols (36%). These compounds were particularly important since 

separately they were shown to exert an action on VEGF-A production. For example, 

among phenolic acids, gallic acid exerted an antiangiogenic effect in ovarian cancer cells 

[26] or in vascular smooth muscle cells [27], and caffeic acid reduces the VEGF secretion 

in human retinal pigment epithelial cells under hypoxic conditions [28]. Similarly, 

delphinidin has been shown to inhibit angiogenesis through the suppression of VEGF 

expression in lung cancer cells [29]. The presence of quercetin could explain a potential 

mechanism of synergism. Indeed, resveratrol + quercetin association increases 

resveratrol uptake by colon carcinoma cells, and in combination with RWE this 

combination increases the influx of resveratrol [9,30,31]. In a similar manner, the 

presence of quercetin in RWE could increase the uptake of some polyphenols and favors 

the synergism between the bioactive compounds to potentiate their action against 

neoangiogenesis in AMD. 

 

 

4. Materials and Methods 

4.1. Cell Lines and Cell Culture 

  The human retinal pigmented epithelial cell line ARPE-19, purchased from the 

American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA), were maintained in 

Dulbecco’s modified Eagle’s F12 medium (DMEM/F12) supplemented with 10% fetal 

bovine serum (Dutscher, Brumath, France), 1% penicillin/streptomycin in a humidified 

atmosphere of 5% CO2 at 37 ◦C. Cells were seeded and grown to a subconfluence of 60–

70% in normoxia. Twenty four hours after seeding, the medium was removed and the 

cells were washed once with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Dutscher, Brumath, 

France) before reincubating in DMEMF12 with 1% FBS and 1% penicillin/streptomycin. 

The following day, cells were treated with DMSO, RWE with indicated concentrations 

or resveratrol 20 µM.  

 

4.2. Chemical Reagents and Antibodies 
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  Resveratrol (RSV) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France) 

and dissolved in ethanol 70%. VEGFR2 (sc-2479, 1:1000); p-VEGFR2 TYR951 (sc-4991, 

1:1000); ERK1/2 (sc-4695, 1:1000); p-ERK1/2 (sc-9101, 1:1000); MEK1/2 (sc-91226, 1:1000) 

and p-MEK1/2 (Ser221; sc-2338, 1:1000) were obtained from Santa Cruz Biotechnology 

(Nanterre, France) and p-VEGFR2 (TYR 1054; 267,398, 1:1000) was obtained from EMD 

Millipore Corporation. B-Actin (A1978, 1:5000) was obtained from Abcam. (Paris, 

France). (+)-Catechin (>99%), (−)-epicatechin (>99%), procyanidin B1 (>90%), 

procyanidin B2 (>90%) and quercetin as a dihydrate (>99%) were obtained from 

Extrasynthese (Genay, France). Gallic acid (>97.5%) and caffeic acid (>98%) were 

obtained from Sigma-Aldrich (St Quentin Favrallier, France). Caftaric acid (>98%) was 

purchased from Carl Roth (Karslruhe, Germany). E-resveratrol, hopeaphenol and 

malvidin 3-glucoside were purified as standards in the MIB laboratory using a Varian 

Pro Star preparative HPLC. Purity was assessed to be over 90% by HPLC.  

 

4.3. Preparation of the Red Wine Extract  

 The red wine extract (RWE) was obtained from French red wine, Santenay 1er cru Les 

Gravières 2012 (EARL Capuano-Ferreri Santenay, Côte-d’Or, France) selected by BIVB 

(Bureau Interprofessionnel des Vins de Bourgogne, Beaune, France) and provided by 

CTIVV (Centre Technique Interprofessionnel de la Vigne et du Vin, Beaune, France). 

Red wine extract dry powder was prepared and analyzed as previously described [7,8]. 

Briefly, the phenolic compounds contained in the wine were separated from the liquid 

using an absorption column and solubilized in alcohol. After evaporation of the 

alcoholic eluent using a rotary evaporator, the concentrated residue was deposited on 

the column (Diainon® HP-20, Supelco, Germany). For the retention phase, the column 

reservoir was filled with distilled water, and the flow rate was adjusted to 

approximately 20 drops/min. Then the polyphenol fraction retained was eluted using a 

solution of ethanol and 0.1% glacial citric acid, and the flow rate was adjusted to about 

40 drops/min. The fractions collected after elution were concentrated to dryness with a 

rotary evaporator. In this way, we obtained, from 1 L of red wine, 104 g of phenolic 

extract in powder form, containing 5.04 mg g−1 of total phenolic compounds expressed 

as the gallic acid equivalent.  

 

4.4. High-Performance Liquid Chromatography Analysis  

 Triplicates of 5 mg freeze-dried extract was dissolved with 200 µL of a mixture 

water:methanol (1:1) and centrifuged for 5 min at 10,000× g before anthocyanins and 

polyphenols analysis. Anthocyanins were analyzed with a Thermo Scientific Vanquish 

UHPLC equipped with a Thermo Scientific MWL detector operating at 520 nm. Of the 

sample 1 µL was injected in Agilent Zorbax SB-C18 (100 mm × 2.1 mm × 1.8 µm) column 

at 35◦ using the following conditions of separation: solvent A (5% formic acid in MilliQ 

water) and solvent B (5% formic acid in acetonitrile); flow: 0.35 mL/mi and gradient: 

2.5% B (0–1 min), 17% B (5–7 min), 45% B (10–11 min), 95% B (11–12.5 min) and 2.5% B 

(13–15 min). A calibration curve in the range of 6.25–80 mg/L was built with malvidin 

3-glucoside previously purified in our laboratory. The 5 quantified anthocyanins 

(delphinidin 3-glucoside, cyanidin 3-glucoside, petunidin 3-glucoside, peonidin 3-



Molecules 2020, 25, 5564  Résultats 

   

141 

glucoside and malvidin 3-glucoside) were quantified as malvidin 3-glucoside. The rest 

of the polyphenols was analyzed by HPLC–MS/MS methodology previously published 

[32] with slight modifications. The compounds were separated with an Agilent 1260 

HPLC instrument. Of samples 4 µL were eluted on an Agilent Zorbax SB-C18 (100 mm 

× 2.1 mm × 1.8 µm) column at 40 ◦C with a binary solvent system of solvent A (0.1% 

formic acid in water) and solvent B (0.1% formic acid in acetonitrile). The 

chromatographic separation was conducted with a flow rate of 0.4 mL/min and the 

following gradient: 10–18% B (0–1 min), 18–33% B (1–6.5 min), 33% B (6.5–9.5 min), 33–

40% B (9.5–15 min), 40–90% B (15–16 min), 90% B (16–19 min) and 90–10% B (19–20 

min). The HPLC was       coupled to an Agilent 6430 Triple Quadrupole mass 

spectrometer, which operated under the following parameters: alternate 

positive/negative mode; drying gas (nitrogen), 11 L/min; nebulizer pressure, 15 psi; 

temperature, 350 ◦C and capillary voltage, 3000 V. Specific MRM transitions were used 

for the detection and quantification of each compound. Calibration curves were 

established with pure standards in the range of 0.03–15.00 mg/L except for catechin, 

gallic acid and caftaric acid (range 0.03–100 mg/L). All compounds were quantified as 

their corresponding standard except flavan 3-ol dimers B3 and B4, which were 

expressed as dimer B1 and B2 respectively, and isomers c-resveratrol and c-piceid, 

which were determined as their respective t-isomer. 

 

4.5. Cell Viability Assays  

 The viability assays were assessed by crystal violet staining (Sigma Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France). Retinal ARPE-19 cells were seeded into 96-well plates after 

24 h, the medium was replaced by new medium containing different concentrations of 

RWE or RSV and incubated for 24, 48 and 72 h. Then, cells were washed with 

phosphate-buffered saline (PBS) and fixed with ethanol for 10 min at 4 ◦C. Finally, cells 

were stained with a crystal violet solution (0.5% (w/v) crystal violet in 25% (v/v) 

methanol) for 15 min at room temperature, then the absorbance was measured at 590 

nm using a Biochrom Assays UVM 340 microplate reader, following extraction of the 

dye using an acetic acid 33% solution.  

 

4.6. Measurement of VEGF Secretion 

  Cell culture media were saved from the final 24 h of treatment of ARP-19 with RWE 

(30, 50 or 100 µg·mL−1 ) or RSV (20 µM). VEFG levels in cell culture conditioned 

medium were measured using the enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA; 

BMS277-2 eBioscience) with antibodies mainly specific to VEGF-121; VEGF-165 and 

VEGF-189.  

 

4.7. Immunoblotting Analysis  

 ARPE-19 cells were treated as described above. Next, cells were collected and lysed 

in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM sodium 

chloride, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP40 and pH 8) 

containing a protease inhibitor, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF; 100 µM, Sigma-

Aldrich, St. Quentin Fallavier, France), phosphatase inhibitor, sodium fluoride (50 mM) 
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and a protease inhibitor cocktail (Roche, Boulogne-Billancourt, France). Protein 

concentrations were measured using the QuantiPro™ BCA (Bicinchoninic Acid; Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, USA; bovine serum albumin (BSA) was used as a standard). 

Fifty micrograms of proteins were prepared in the Laemmli gel loading buffer (50 mM 

Tris-HCl, 10% glycerol, 5% 2-mercaptoethanol, 2% sodium dodecyl sulfate, pH 6.8 and 

0.1% bromophenol blue). After being boiled 5 min at 95 ◦C, samples were loaded and 

separated on sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 

Protein size markers (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France) were 

loaded without heating. Then, proteins were separated on sodium dodecyl sulfate–

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Proteins separated on gels were 

transferred to nitrocellulose membrane (Amersham, Les Ulis, France). Membranes were 

blocked for 1 h at room temperature in either 5% of bovine serum albumin (BSA) or 5% 

of skimmed milk powder dissolved in PBS-T (PBS containing 0.1% Tween 20) and 

incubated with the primary antibody on a rocker platform at 4 ◦C overnight. Primary 

antibodies for Western blot listed in chemical reagents and antibodies were diluted with 

5% w/v non-fat milk or 5% BS PBS-T. After three 10 min in PBS-T, primary antibodies 

were detected using appropriate horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary 

antibodies (Jackson ImmunoResearch, Interchim, Montlucon, France) for 1 h at room 

temperature, followed by exposure to enhanced chemiluminescence (ECL; Bio-Rad, 

Marnes-la-Coquette, France). Detection of immunoreactive bands was performed by 

ChemiDocTM XRS + imaging system (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), and blots 

were analyzed with Image LabTM version 6.0.1 software (Bio-Rad). 

 

4.8. Statistical Analysis 

 Statistical analysis was conducted using the GraphPad6.0 Prism software (GraphPad 

Software, La Jolla, San Diego, CA, USA). Data are represented as means ± standard 

deviation (SD) for triplicate assay samples (otherwise mentioned), of at least three 

independent experiments. The difference between mean values was determined by the 

multiple Student’s t test or by Mann–Whitney U test. All p values are two-tailed; p < 

0.05 was considered significant (* p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001).  

 

5. Conclusions  

 Increasing life expectancy will continue to increase the prevalence of age-related eye 

diseases in economically developed countries. Its chronic course is currently impossible 

to cure, but it can be delayed. In this, the search for new bioactive molecules of low 

toxicity could represent a major interest for the prevention or for delaying the 

progression of AMD. In this study we showed for the first time that a polyphenol-

enriched extract, RWE, could decrease VEGF-A secretion for human retinal ARPE-19 

cells mimicking the AMD phenotype. This disturbing of VEGF-A production is 

associated with a decrease of its protein expression. Very interestingly, RWE affects the 

MAP kinase pathway through downregulation of phosphorylated forms of MAK and 

ERK1/2 proteins. Thus the use of polyphenolic cocktails could represent a potential 

interest in a therapeutic strategy. Nonetheless, further studies should better clarify the 
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role of each of the polyphenols present, but also to specify more precisely the molecular 

mechanisms involved and their effects in preclinical models of AMD.  
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D. Résultats complémentaires

La DMLA est une pathologie qui est généralement uni-latérale. Cela signifie qu’au stade 

précoce de la maladie, un seul œil est atteint. Ainsi, il est primordial de conserver le plus 

longtemps possible l’œil sain en bonne santé. Nous nous sommes donc demandé si l’extrait 

sec de vin rouge pouvait protéger les cellules de l’EPR en condition basale. Dans notre 

première étude, nous avons montré que l’extrait était capable de diminuer la sécrétion ainsi 

que l’expression protéique de VEGF-A ainsi que l’expression de protéines clefs impliquées 

dans la signalisation de son récepteur (VEGF-R2). Afin de compléter cette étude, nous avons 

mesuré l’expression génique de VEGF-A lorsque ces dernières sont traitées avec l’extrait sec 

de vin rouge. En accord avec les résultats de ce premier article, l’expression d’ARNm de 

VEGF-A est inhibée par le RWE (Figure 21). 

Figure 21.L’extrait sec de vin rouge diminue l’expression de VEGF-A dans les cellules ARPE-19 
Les cellules ARPE-19 ont été traitées durant 24 h avec un extrait sec de vin rouge (red wine extract : 
RWE, 30 ; 50 ; 100 µg/mL) ou avec 20 µM de resvératrol (RSV). A la fin des traitements, l’expression 

de VEGF-A a été mesurée par qPCR. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes ± SEM de trois 
expériences indépendantes (u.a. : unité arbitraire). Les p-values ont été calculées par un test ANOVA 
suivi d’un test de Dunnett. *** p<0,0001 (valeurs comparées aux valeurs des cellules traitées avec le 
solvant (-)).

Comme décrit précédemment, le stress oxydant est l’un des éléments initiateurs de la 

maladie. Nous nous sommes donc demandé si l’extrait sec de vin rouge était capable de 

diminuer la production basale d’ERO dans les cellules ARPE-19. Ainsi, nous avons mesuré les 

ERO présents dans les cellules ARPE-19 après les avoir traités durant 24h avec du RWE ou du 

RSV. Les résultats suggèrent que ni le RWE ni le RSV n’impactent la production basale 

d’ERO dans les cellules ARPE-19 (Figure 22)
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Figure 22. L’extrait sec de vin rouge n’altère pas la production basale d’ERO dans les ARPE-19 

Les cellules ARPE-19 ont été traitées avec des concentrations croissantes d’extrait sec de vin rouge 

(red wine extract : RWE; 30; 50; 100 µg/mL) ou avec 20 µM de resvératrol (RSV). Après 24h de 

traitement, les cellules ont été incubées avec la sonde DCFDA sensible aux espèces réactives de 

l’oxygène (ERO), (10 µM) durant 30 minutes. Après rinçage, la viabilité cellulaire a été mesurée par 

cristal violet (A) et les ERO ont été mesurés grâce à l’intensité de fluorescence de la sonde DCFDA 

(em/ex : 490/520) (B). Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen rapporté aux cellules 

contrôles ± SEM de trois expériences indépendantes. Les p-values ont été calculées par un test 

ANOVA suivi d’un test de Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été considérée comme significative, n.s. = non 

significatif (valeurs comparées aux valeurs des cellules traitées avec le solvant (-)). 

 

Afin de poursuivre notre étude de l’effet protecteur de RWE en condition basale, nous nous 

sommes intéressés à son caractère anti-inflammatoire en condition basale. Ainsi, nous avons 

quantifié la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire ainsi que leurs expressions d’ARNm. 

L’extrait n’altère ni la sécrétion ni l’expression de l’interleukine 6 (IL-6). Cependant, nous 

avons montré que le RWE peut diminuer de manière dose dépendante la sécrétion d’IL-8 

(Figure 23). Cette diminution de sécrétion est corroborée par une diminution de l’expression 

d’ARNm d’IL-8. De manière intéressante, le RSV seul n’altère pas la sécrétion d’IL-8 

néanmoins il diminue de manière significative l’expression d’ARNm d’IL-8 (Figure 23). Ainsi, 

il semblerait que l’extrait sec de vin rouge pourrait altérer l’inflammation basale des cellules 

ARPE-19. 
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Figure 23.  Mesure du caractère anti-inflammatoire de l’extrait en conditions basales 

Les cellules ARPE-19 ont été traitées durant 24 h avec différentes concentrations d’extrait sec de vin 

rouge (red wine extract : RWE; 30; 50; 100 µg/mL) ou avec 20 µM de resvératrol (RSV). (A) La sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoire, Interleukine 6 et 8 (IL-6, IL-8) a été mesurée par ELISA. (B) Les 

expressions d’ARNm de cytokine pro-inflammatoire, IL-6, IL-8 et MCP-1 (Chimiotactiques 

monocytaire-1) ont été mesurées par qPCR. Les résultats d’ELISA sont exprimés en valeurs moyennes 

± SEM de trois expériences indépendantes. Et les résultats de PCR sont exprimés en pourcentage 

moyen rapporté aux cellules contrôles (traitées avec le solvant (-)) ± SEM de trois expériences 

indépendantes (u.a. : unité arbitraire). Les p-values ont été calculées par un test ANOVA suivi d’un 

test de Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été considérée comme significative, n.s. = non significatif; *** p<0,0001 

(valeurs comparées aux valeurs des cellules contrôles).  
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E. Conclusion  

Les résultats de ces études ont montré que l’extrait sec de vin rouge (RWE) pouvait inhiber 

l’expression d’ARNm et protéique de VEGF-A ainsi que sa sécrétion. Cette inhibition est 

couplée à une altération de la voie de signalisation de VEGF-A. En effet, RWE est capable de 

diminuer l’activation (phosphorylation) de protéines clefs impliquées dans la voie du VEGF. 

De plus, bien que l’extrait ne diminue pas la production basale d’ERO, il semblerait qu’il 

pourrait avoir un effet anti-inflammatoire via la diminution de certaines cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-8. Il est important de retenir que le RWE présente un effet plus 

important que le RSV seul. Ainsi, il semble être un bon candidat dans la lutte contre la DMLA. 

Par la suite, il conviendra de mesurer ses caractères anti-angiogéniques, anti-inflammatoires 

et anti-oxydants dans un contexte pathologique.  
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Etude 2 : Effets préventifs de l’extrait sec de vin rouge sur les 

évènements précoces de la DMLA, i.e. Stress oxydatif et 

inflammation dans les cellules rétiniennes ARPE-19 

 

A. Contexte général et objectifs de l’étude 

Bien que les mécanismes moléculaires conduisant à la DMLA ne soient pas encore 

totalement élucidés, il apparait clairement que trois éléments majeurs conduisent à la 

pathogénie de la DMLA : un stress oxydatif lié au vieillissement, qui peut induire des 

dommages à l'ADN des cellules RPE et provoquer leur mort (Abokyi et al., 2020; Ruan et al., 

2021; Toma et al., 2021; van Lookeren Campagne et al., 2014) ; l'inflammation chronique, qui 

est, en partie, caractérisée par le recrutement et l'infiltration de cellules immunitaires pro-

inflammatoires telles que les macrophages; la néo-angiogenèse, provoquée par des cytokines 

pro-angiogéniques ; et les chimiokines, produites par les cellules immunitaires pro-

inflammatoires (Ambati et al., 2013; Blasiak et al., 2020).  

Comme décrit précédemment, l’alimentation peut jouer un rôle important dans la 

prévention de la maladie. Ainsi, certaines molécules anti-oxydantes présentes naturellement 

dans l’alimentation pourrait être utilisées afin de limiter la progression de la maladie. Parmi 

les molécules anti-oxydantes, le resvératrol (RSV), un polyphénol de la vigne, pourrait 

présenter un intérêt majeur en raison de ses propriétés pléiotropes dans le stress oxydatif, 

l'inflammation et la dégénérescence (Delmas et al., 2020, 2011, 2006, 2005). Nous avons montré 

dans la précédente étude qu’un cocktail polyphénolique (un extrait sec de vin rouge) pouvait 

être plus efficace que le RSV seul contre certains aspects de la maladie. Afin de mieux 

caractériser le potentiel santé de l’extrait sec de vin rouge dans la DMLA, nous avons cherché 

à déterminer son impact ainsi que celui du RSV seul sur deux éléments initiateurs de la DMLA 

à savoir le stress oxydant et l’inflammation (Shen et al., 2023).  

B. Résumé de l’étude 

B.1. Effets anti-angiogéniques du RWE dans les cellules ARPE-19 

Lors de notre première étude, nous avons montré que le RWE était capable de diminuer le 

niveau basal de VEGF-A dans les cellules ARPE19. Lors de notre seconde étude, nous nous 
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sommes demandé quel était l’effet du RWE lorsque la production de VEGF-a était induite par 

des facteurs exogènes. Pour cela, nous avons utilisé deux inducteurs à savoir le VEGF 

recombinant (rVEGF) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ainsi, nous avons pu montrer que 

le RWE prévenait la sécrétion de VEGF-A. Nous avons aussi comparé l’effet du RWE à celui 

du RSV seul et nous avons montré que ce dernier était significativement moins efficace que 

l’extrait.  

 

B.2. Effets anti-oxydants du RWE  

Afin de compléter notre étude sur les effets protecteurs du RWE, nous nous sommes 

intéressés à un des événements précoces de la DMLA, à savoir le stress oxydant. De par sa 

composition riche en anti-oxydants, il nous est apparu intéressant d’évaluer la capacité de 

l’extrait de vin rouge à contrecarrer les mécanismes associés à ce stress précoce. Ainsi, comme 

attendu, nous avons pu montrer que les deux inducteurs utilisés (H2O2 et AAPH) génèrent une 

forte augmentation d’ERO intracellulaire laquelle est significativement diminuée lorsque 

les cellules sont traitées avec le RWE. Comme ce qui a été observé précédemment, le RSV seul 

présente un effet moindre comparé au RWE.  

Il a été clairement établi que l’augmentation d’ERO intracellulaire était à l’origine de 

dommage à l’ADN entraînant le dysfonctionnement des cellules de l’EPR. Pour poursuivre 

notre recherche sur les effets anti-oxydants du RWE, nous avons évalué son effet protecteur 

sur les dommages à l’ADN induits par l’H2O2 et l’AAPH. Nous avons montré par microscopie 

ainsi que par cytométrie en flux que le RWE pouvait prévenir les dommages à l’ADN induit 

par un stress oxydant et ce toujours de manière plus importante que le RSV seul. Afin de 

compléter ces résultats, nous nous sommes intéressés à l’activation de protéines clés 

impliquées dans la voie de réponse aux dommages à l’ADN. Ainsi, nous avons montré que le 

RWE permettait de prévenir l’activation de protéines impliquées dans les voies de dommages 

à l’ADN. 

Ces résultats mettent en évidence que le RWE peut prévenir le stress oxydant induit par 

H2O2 ou par l'AAPH dans les cellules humaines ARPE-19 RPE de manière dose-dépendante 

et, ainsi, protège les cellules RPE contre les dommages à l'ADN.  
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B.3. Effet anti-inflammatoire du RWE 

Il est maintenant bien connu que le stress oxydatif menant à la production d’ERO et de 

dommages à l'ADN contribue aux processus inflammatoires. En effet, lors du vieillissement 

ou de l'exposition à des facteurs exogènes et endogènes, la production d’ERO  est associée à 

une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, et en particulier l'IL-6 et 

l'IL-8 (Marazita et al., 2016). Dans ce contexte, nous nous sommes demandé si le RWE 

présentait des bénéfices anti-inflammatoires sur les cellules ARPE-19 lors d’une inflammation 

induite par un stress oxydant (H2O2) et lors d’une inflammation induite par un produit pro-

inflammatoire tel que de LPS. Dans les deux cas, nous avons pu montrer que le RWE 

permettait de prévenir la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 de manière dose dépendante.  

Des études cliniques ont mis en évidence la présence de cellules inflammatoires au niveau 

de la rétine chez les patients atteints de DMLA. Nous nous sommes donc intéressés à l’effet 

anti-inflammatoire du RWE sur des cellules immunitaires, à savoir des macrophages. Nous 

avons activé des macrophages primaires humains en macrophages de type M1 (pro-

inflammatoire) afin d’étudier l’effet du RWE sur ces cellules. Ces analyses nous ont permis de 

montrer que, comme dans les ARPE-19, le RWE était capable de prévenir la sécrétion d’IL-6 

et d’IL-8 dans des macrophages pro-inflammatoires. Ces résultats suggèrent que le RWE 

pourrait être utilisé dans la prévention des événements précoces de la DMLA avec la 

diminution du stress oxydant et de l’inflammatoire et pourrait aussi agir sur les stades plus 

tardifs de la maladie avec une diminution de l’angiogenèse.  
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Abstract: Age-related macular degeneration (AMD) is one of the most 
commonly occurring ocular diseases worldwide. This degenerative condition 
affects the retina and leads to the loss of central vision. The current treatments 
are focused on the late stage of the disease, but recent studies have highlighted 
the importance and benefits of preventive treatments and how good dietary 
habits can reduce the risk of progression to an advanced form of the disease. 
In this context, we studied whether resveratrol (RSV) or a polyphenolic 
cocktail, red wine extract (RWE), are able to prevent the initiating events of 
AMD (i.e., oxidative stress and inflammation) in human ARPE-19 retinal 
pigment epithelial (RPE) cells and macrophages. This study highlights that 
RWE and RSV can prevent hydrogen peroxide (H2O2) or 2,2′-Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)-induced oxidative stress 
and can subsequently prevent DNA damage via the inhibition of the ATM 
(ataxia telangiectasia-mutated)/Chk2 (checkpoint kinase 2) or Chk1 signaling 
pathways, respectively. Moreover, ELISA assays show that RWE and RSV can 
prevent the secretion of proinflammatory cytokines in RPE cells and in human 
macrophages. Interestingly, RWE exhibits a greater protective impact 
compared to RSV alone, even though RSV was more concentrated when used 
alone than in the red wine extract. Our results suggest that RWE and RSV may 
have potential interest as preventive nutritional supplementations against 
AMD.

Keywords: polyphenol; red wine extract; resveratrol; AMD; oxidative stress; 
inflammation; prevention
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1. Introduction 
  Age-related macular degeneration (AMD) is currently the leading cause of visual 

impairment in people over the age of 50 in developed countries, affecting hundreds of 

millions of individuals worldwide [1]. The risk of AMD occurrence increases with age to 

exceed 25% of the population after the age of 75 [2]. This disease mainly affects the 

macula, which is localized in the center of the retina and surrounds the fovea, responsible 

for the high quality and color central vision. AMD can therefore cause blurred vision in 

the center of the visual field but hardly affects the peripheral vision. Patients with AMD 

develop one or more of the following retinal abnormalities: drusen (whitish/yellowish 

deposits of lipid and lipoprotein material between the retinal pigment epithelium (RPE) 

and Bruch’s membrane, variable in size, shape, and number); alteration or geographic 

atrophy (GA) of the RPE, or choroidal neovascularization (CNV). These abnormalities 

depend on the stage of the disease and can be unilateral (only one eye is affected) or 

bilateral (both eyes are affected). The term AMD corresponds to the most advanced stages 

of the disease. There are generally three major clinical forms [3,4]. The first is age-related 

maculopathy (AML), corresponding to the early stage of the disease (appearing around 

50 years of age) and characterized by the accumulation of precursors such as drusen of 

variable shape, size, and number, an accumulation of photoreceptor phagocytosis 

residues by RPE cells (slowing down of the elimination capacities due to the aging of the 

retina) that seems to be the origin of the disease. The second is atrophic or “dry” AMD, 

which is one of the two severe forms of AML, evolving very slowly over time and 

characterized by a progressive loss of RPE cells due to their degeneration by apoptosis. 

These events cause the disappearance of the choriocapillaris and photoreceptors in the 

macular region, leading to severe vision loss. The third is neovascular AMD (nAMD, also 

called wet or exudative AMD), characterized by neovascularization of the choroid, which 

accounts for 90% of severe vision loss caused by AMD [5]. The new blood vessels tend to 

be very fragile and lead to a diffusion of the serum and blood, causing hemorrhages 

within the retina that disrupt its organization, particularly due to the appearance of 

exudates, intraretinal edema, scars, or retinal detachment. Since the 2000s, nAMD has 

been treated by repeated injections of antibodies directed against the major factor 

regulating angiogenesis, vascular endothelium growth factor A (VEGF-A), directly into 

the eye via the intravitreal route (on average, seven shots per year). Over the last few 

years, these targeted therapies have supplanted thermal laser photocoagulation 

techniques or photodynamic therapies used to destroy new vessels or by creating direct 

damage to abnormal vessels while preserving healthy retinal tissue [6–8]. However, 

persistent fluid or recurrent exudation may persist despite anti-VEGF therapy, and 

patients can develop mechanisms of resistance to anti-VEGF treatments in the long term, 

which consequently reduces the therapeutic efficacy [9,10]. The numerous molecular 

mechanisms underlying AMD are complex and still not fully understood. However, 

there are three major elements that lead to the pathogenesis of AMD: major oxidative 

stress linked to aging, which can induce DNA damage in RPE cells and cause their death, 

which appears be the triggering factor for AMD [11–14]; chronic inflammation, which is, 
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in part, characterized by the recruitment and infiltration of proinflammatory immune 

cells such as macrophages; neoangiogenesis, caused by proangiogenic cytokines; and 

chemokines, produced by proinflammatory immune cells, which a common feature of 

the most advanced and severe stages of the disease [15,16]. Many data from the literature 

also suggest that preventive treatments and/or good eating habits can reduce the risk of 

progression to an advanced form of the disease: regular consumption of fruits; green 

vegetables rich in lutein (spinach, broccoli, cabbage curly fish, etc.); fatty fish (salmon, 

tuna, mackerel, etc.); regular physical activity; etc. Indeed, the controlled, randomized 

Age-Related Eye Disease Study 1 and 2 (AREDS-1 and AREDS-2) clinical studies 

demonstrated that nutritional supplementation with antioxidant vitamins such as 

vitamins C or E, zinc, polyunsaturated fatty acids from the omega-3 family, or lutein can 

significantly reduce the risk of developing severe forms of the disease [17]. Among 

antioxidants, resveratrol (RSV), a grapevine polyphenol, could be of major interest due 

to its pleiotropic properties in oxidative stress, inflammation, and degeneration [18–21]. 

Recently, we highlighted the use of this hydroxystilbene as a potential preventive tool 

against various ocular diseases—in particular, AMD, glaucoma, cataract diabetic 

retinopathy, and vitreoretinopathy [22]. Through its antioxidant and anti-inflammatory 

properties, RSV could protect against several deleterious environmental factors that 

initiate AMD [23], such as air pollution; smoking; ultraviolet radiation; metabolic 

diseases (e.g., diabetes, hypertension, and obesity); dietary fat consumption [24–27]; and 

genetic polymorphisms such as cfh and arms2/hrta1 genes [28]. Alone or combined, these 

factors could contribute to the initiation of AMD through the production of free radicals 

such as superoxide anion (O2 ·−), nitric oxide (NO· ), or hydroxyl radical (OH· ), which 

generate oxidative stress and inflammation in ocular tissues. More recently, we showed 

that a mixture of polyphenols, rather than RSV alone, could be more efficient in 

counteracting some aspects of AMD pathogenesis. We demonstrated that a dry extract of 

red wine (RWE), containing low amounts of RSV, was able to reduce the secretion of 

VEGF-A by the human RPE cell line ARPE-19 to a greater extent than 20 µM RSV alone 

[27]. This effect could be explained by synergic interactions between the compounds 

present in the mixture, as we previously observed for RSV and the flavonoid quercetin 

in a colorectal cancer context [29]. Mechanistically, the reduction of the secreted VEGF-A 

levels resulted from the action of the polyphenol mixture on the VEGF receptor (VEGF-

R)/mitogen-activated protein kinases (MAPKs) molecular pathway [30]. Hence, the use 

of such a formulation may be of value for an AMD prevention strategy.  

To better characterize the potential of RWE in AMD, we sought to determine the 

impact of RWE and RSV on oxidative stress and inflammation, two well-recognized 

primary triggers of AMD [31]. Herein, we show that RWE was able to significantly 

decrease the secretion of VEGF-A induced by the recombinant human VEGF-A (rVEGF) 

protein but, also, by oxidative stress. This inhibition of VEGF-A secretion is associated 

with a significant reduction in reactive oxygen species (ROS) induced by oxidative 

agents. Moreover, the decrease of total ROS by RWE is associated with a disruption in 

the DNA damage pathway. Very interestingly, we demonstrate for the first time that 
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RWE prevents inflammation, a second key initiator of AMD, by reducing the secretion of 

interleukin (IL)-6 and IL-8 in both RPE cells and immune cells such as macrophages. 

These findings provide new evidence that a polyphenol combination could be a robust 

and promising tool to prevent the development of AMD in at-risk populations and to 

develop innovative prevention strategies. 

 

 2. Materials and Methods  

2.1. Red Wine Extract (RWE) Extraction, Purification, and Characterization  

Red wine extract (RWE) was obtained from red wine, a Santenay 1er Cru Les gravières 

2012 (EARL Capuano-Ferrari Santenay, Côte-d’Or, France) that was selected by the 

Bureau Interprofessionnel des Vins de Bourgognes (BIVB, Beaune, France) and provided 

by the Centre Technique Interprofessionnel de la Vigne et du Vin (CTIVV, Beaune, 

France). A dry red wine powder was extracted and analyzed as previously described 

[30,32,33]. Briefly, alcohol and water were evaporated using a rotary evaporator; then, 

phenolic compounds were purified using an absorbance column (Diaion® HP-20, 13606, 

Merck, Darmstadt, Germany) and eluted in alcohol. After elution, a rotary evaporator 

was used to evaporate all the alcoholic eluent, and the extract was then concentrated to 

dryness.  

The composition of RWE was characterized as previously described [30]. Briefly, 

Thermo Scientific Vanquich UHPLC equipped with a Thermo Scientific MWL detector 

was used to analyze the anthocyanins. The other polyphenols were analyzed by 

highperformance liquid chromatography coupled to an Agilent 6430 triple-quadrupole 

mass spectrometer (HPLC-MS/MS), as previously published [30]. In brief, compounds 

were separated with an Agilent 1260 HPLC and eluted on an Agilent Zorbax SB-C18 

column. Specific Multiple Reaction Monitoring (MRM) transitions and retention times 

were used for the detection and quantification of each compound. All compounds were 

quantified as their corresponding standard except flavan 3-ol dimers B3 and B4, which 

were expressed as dimers B1 and B2, respectively, and cis-resveratrol and cis-piceid, 

which were quantified as their respective trans-isomer forms [30].  

 

2.2. Chemical Reagents and Antibodies  

Trans-resveratrol (RSV, R5010, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) stock 

solution was prepared at 20 mM in 70% ethanol and stored at −20 ◦C. A stock solution of 

lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:B5 (LPS, L2880, Sigma-Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France) was prepared in H2O at 5 mg/mL and stored at −20 ◦C. Human 

recombinant interferon gamma (IFN-γ, 300-02, preprotech, Neuilly-Sur-Seine, France) 

stock solution was prepared in H2O at 25 µg/mL and stored at −20 ◦C. Recombinant 

human VEGF-165 (rVEGF) protein (11858821, Invitrogen, Waltham, MA, USA) was 

solubilized in H2O at 50 µg/mL and stored at −20 ◦C. 20 ,70 -Dichlorofluorescin diacetate 

(DCFH-DA, D6863, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) was prepared in 

dimethyl sulfoxide (DMSO); the stock solution was prepared at 50 mM and stored at −20 

◦C. Hydrogen peroxide (H2O2) was purchased from MERCK (H1009, Darmstadt, 
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Germany), and a stock solution was extemporaneously prepared at 300 mM in culture 

medium for cell treatments. 2,20 -Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride 

(AAPH; 440914, MERCK) was prepared as a stock solution at 600 mM in water and was 

stored at −20 ◦C.  

For the Western blot analyses, the following antibodies were used: ATM (#2873, 

1:1000); p-ATR (#2853, 1:1000); Chk1 (#2360, 1:1000); p-Chk1 (#2348, 1:1000); Chk2 (#2662, 

1:1000); p-Chk2 (#2197, 1:1000); p53 (#2524, 1:1000); and p-p53 (#9284, 1:1000), purchased 

from Cell Signaling Technology (Ozyme, Saint-Cyr-l’Ecole, France). ATR (Sc-1887, 1:200); 

p21 (Sc756, 1:500); and heat shock cognate (HSC70) (sc-7298; 1:10,000) were purchased 

from Santa Cruz Biotechnology (Nanterre, France). p-ATM (ab81292, 1:50,000) was 

purchased from Abcam (Cambridge, UK). For the immunofluorescence analyses, p-

Histone H2A.X (#80312, 1:200) was purchased from Cell Signaling Technology (Ozyme, 

Saint-Cyr-l’Ecole, France), and anti-mouse 488 fluorophore-conjugated secondary 

antibody (SAB4600387, 1:500) was obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

For flow cytometry, Alexa Fluor® 647 anti-p-histone H2A.X (Ser139) antibody was 

purchased from BioLegend (San Diego, CA, USA).  

 

2.3. Cell Culture and Treatments  

2.3.1. Human Retinal Cell Line ARPE-19  

The human RPE cells (ARPE-19, CRL-2302TM) were purchased and validated by the 

American-type Cell Culture Collection (ATCC) (Manassas, MD, USA). Nonpolarized 

cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium; the nutrient mixture F12 

(DMEM/F12) was supplemented with GlutaMAX (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) 

and with 10% fetal bovine serum (FBS, Dutscher, Brumath, France) and maintained at 37 

◦C in an atmosphere containing 5% CO2. Cells were routinely tested for mycoplasma 

contamination using the MycoAlertTM (Lonza) test and passaged twice per week before 

they reached 80–85% confluency. The ARPE-19 cells were seeded at a density of 7500 

cells/cm2 into 75 cm2 flasks (Sarstedt, Marnay, France) for the immunoblotting 

experiments, 12-well plates (Sarstedt, Marnay, France) for flow cytometry, 24-well plates 

(Sarstedt, Marnay, France) for immunofluorescence, or 48-well plates (Sarstedt, Marnay, 

France) for the ELISA and DCFDA assays, in DMEM/F12 supplemented with 10% FBS. 

After 72 h of cell culture, nonpolarized ARPE-19 cells (60–70% confluence) were washed 

twice with Hank’s balanced salt solution (HBSS, Dutscher, Brumath, France) and then 

incubated in DMEM/F12 supplemented with 1% of FBS for 24 h. Cells were further 

incubated with an increasing concentration of RWE (30, 50, and 100 µg/mL) or RSV (20 

µM) or with the solvent alone (0.1% of ethanol 70% v/v). After 24 h of pretreatment, cells 

were further treated with rVEGF, H2O2, AAPH, or LPS + IFN-γ at the indicated 

concentrations and times of treatments. In any of the experimental conditions, control 

cells were treated with the corresponding solvents (used for compound solubilization) 

alone and did not exceed 0.1% for ethanol 70%, 0.02% for DMSO, and 0.2% for H2O.  

 

2.3.2. PBMC-Derived Macrophages  
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Buffy coats of fresh blood from four healthy male donors with different blood types 

(B+, A−, O+, and AB+) were obtained from the Etablissement Français du Sang (EFS). In 

order to separate peripheral blood mononuclear cells (PBMC), buffy coats were diluted 

with phosphate-buffered saline (PBS, Dutscher, Brumath, France) 1× (1:1, v/v) and loaded 

on the top of a Ficoll (CMSMCLO1, Eurobio, Les Ulis, France). After 20 min of 

centrifugation at 700× g (without deceleration), PBMC were collected and washed twice 

with PBS 1×. PBMC were then seeded at a density of 800,000 cells/cm2 into 48-well plates 

in DMEM/F12 without FBS. After 2 h, the cells were washed twice, and adherent 

monocytes were cultivated in DMEM/F12 10% FBS with 100 ng/mL GM-CSF (130-093-

866, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). After 6 days of culture (medium was 

changed every 2 days), the cells were further treated with the solvent (0.1% ethanol 70%) 

alone as a control or with increasing concentrations of red wine extract (RWE, 30, 50, and 

100 µg/mL) or resveratrol (RSV, 20 µM). After 24 h, cells were activated with LPS O55:B5 

(10 ng/mL) and IFN-γ (25 ng/mL) or water as the control. After 4 h of LPS + IFN-γ 

stimulation, cells were again challenged with increasing concentrations of RWE, RSV, or 

solvent alone, as described above, for an additional 20 h.  

 

2.4. ELISA 

 Cells (ARPE-19 or PBMC) were seeded and treated in 48-well plates, as previously 

described. At the end of the treatments, cell culture supernatants were collected, and the 

secretion levels of human VEGF-A (446504, BioLegend, Amsterdam, the Netherlands), 

IL-6 (430504, BioLegend, Amsterdam, the Netherlands), and IL-8 (431504, BioLegend, 

Amsterdam, the Netherlands) were measured by ELISA according to the manufacturer’s 

protocols. Briefly, 96-well plates were coated with anti-VEGF-A, anti-IL-6, or anti-IL-8 

capture antibodies overnight (O/N) at 4 ◦C. After washing, the standards provided in the 

kits were prepared in the assay diluent according to the manufacturer’s protocols. Cell 

supernatants of each experimental condition were diluted with a sample diluent, loaded 

onto a 96-wells plate, and incubated for 2 h at room temperature (RT) on a microplate 

shaker. At the end of incubation, individual wells were washed twice, and then, 100 µL 

of anti-VEGF-A, anti-IL-6, or anti-IL-8 detection antibodies were added and incubated at 

RT for 1 h on a microplate shaker. After washing, 100 µL of avidin conjugated to 

horseradish peroxidase (HRP) were loaded onto the plate and incubated for 30 min at RT 

in the dark; then, 100 µL of substrate were added and incubated for an additional 10 min. 

The reaction was stopped by adding 100 µL of stop solution (H2SO4, 1N), and then, the 

absorbance was measured at 450 nm using Perkin Elmer Multimode Plate Reader 

Envision. To calculate the cytokine concentrations, the standard curves for each assay 

were plotted with GraphPad Prism 8.3.0 software (GraphPad Software, La Jolla, San 

Diego, CA, USA) using the 4-parameter sigmodal curve fit.  

 

2.5. Western Blot Analysis  

ARPE-19 cells were seeded and treated in 75 cm2 flasks (562,500 cells/flask). Cells were 

collected; washed twice with cold PBS 1×; centrifuged (5 min, 450× g, 4 ◦C); and then lysed 
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30 min on ice with radioimmunopecipitation assay (RIPA) buffer (50 mM Tris-HCl, 150 

mM sodium chloride, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP40, 

and pH8) supplemented with a phosphatase inhibitor, sodium fluoride (50 mM), 

protease inhibitor phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (100 µM, Sigma-Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France), and protease inhibitor cocktail (Roche, Boulogne-Billancourt, 

France). After centrifugation (20 min, 16,000× g, 4 ◦C), cell debris was eliminated, and 

protein quantification was performed using the QuantiProTM BCA assay kit (QPBCA, 

Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) and by using bovine serum albumin (BSA) 

as a standard. Samples containing 25–60 µg of proteins were prepared in Laemmli 

loading buffer (60 mM Tris HCl, 10% glycerol, 2% sodium dodecyl sulfate, pH6.8, 100 

mM dithiothreitol, and 0.002% bromophenol blue) and were then heated for 5 min at 95 

◦C. Proteins were resolved by 7.5–12.5% Acrylamide TGX Stain-Free™ FastCast™ (Bio-

Rad, 1610185, Marnes-la-Coquette, France) and then transferred onto 0.2 µm 

nitrocellulose membrane Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, 1704271, Marnes-la-Coquette, 

France). Nonspecific binding sites were blocked using either 5% of bovine serum albumin 

(BSA) or 5% of skimmed milk in Tris-buffered saline (TBS)–Tween 20 0.1% for 1 h at RT 

before O/N incubation at 4 ◦C with specific primary antibodies. Primary antibodies were 

then detected with appropriate HRPconjugated secondary antibodies (111-035-144 and 

115-035-146, Jackson ImmunoResearch, Interchim, Montlucon, France) for 1 h at RT, 

followed by exposure to enhanced chemiluminescence (ECL, 1705032, Bio-Rad, Marnes-

la-Coquette, France). The signal was acquired with the ChemiDocTM XRS imaging 

system (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). The densitometry of the blot was 

analyzed with Image LabTM version 6.0.1 software (Bio-Rad), and HSC70 was used as 

the internal loading control.  

  

2.6. Cell Viability Assays 

 Cell viability was determined by crystal violet staining (Sigma-Aldrich, St. Quentin 

Fallavier, France). After treatments, cells were washed twice with PBS 1× and then stained 

with crystal violet solution (2.3% crystal violet, 0.1% ammonium oxalate, and 20% ethyl 

alcohol, #HT90132, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) for 15 min at RT and 

then rinsed with water. After drying, crystal violet stain was dissolved in acetic acid 33%, 

and then, the absorbance was read at 590 nm using a PerkinElmer® Multimode Plate 

Reader, Envision.  

 

2.7. Intercellular Reactive Oxygen Species (ROS) Measurement  

ARPE-19 cells were seeded at a density of 7500 cells/cm2 in 48-well plates in 

DMEM/F12 supplemented with 10% FBS. After 72 h of cell culture, the culture medium 

was removed, and cells were washed twice with Hank’s balanced salt solution (HBSS, 

Dutscher, Brumath, France) and then incubated in DMEM/F12 supplemented with 1% of 

FBS for 24 h. Cells were further incubated with ethanol 70% (vehicle control) and 

increasing concentrations of RWE (30, 50, 100 µg/mL) or RSV (20 µM). After 24 h of 

treatment, the cells were washed twice with HBSS and incubated with 10 µM of 20 ,70 -
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dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA, D6863, Sigma-Aldrich, St. Quentin, France) or 

with the solvent alone (DMSO, 0.02%) as a control for 30 min at 37 ◦C. After washing, 

ARPE-19 cells were treated with H2O2 or AAPH at the indicated concentrations or with 

the culture medium or H2O as the control. At the end of the treatments, the fluorescence 

intensity (excitation = 488 nm; emission = 528 nm) was measured using PerkinElmer 

Multimode Plate Reader Envision, and the cell viability was assessed by crystal violet 

staining.  

 

2.8. Immunofluorescence  

ARPE-19 cells (7500 cells/cm2 ) were cultured in 24-well plates on coverslips. After 

treatment, cells were washed twice with PBS 1× and then fixed and permeabilized for 10 

min on ice with glacial methanol. After washing cells twice with Tris-buffered saline 

(TBS) 1×, nonspecific sites were blocked for 1 h at RT with a solution containing 1% BSA 

and 0.2% Triton 100×. Next, cells were incubated O/N at 4 ◦C with anti-p-histone H2A.X 

(Ser139) primary antibody (#80312, Cell Signaling Technology, Ozyme, Saint-Cyr-l’Ecole, 

France) diluted at 1:200 in TBS 1× containing 1% BSA and 0.2% Triton 100×. After washing 

with TBS 1× containing 0.2% Triton 100×, the cells were incubated with secondary Alexa 

Fluor goat anti-mouse 488 (SAB4600387, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) 

diluted at 1:500 in TBS 1× containing 1% BSA and 0.2% Triton 100×. After washing with 

TBS 1× containing 0.2% Triton 100×, coverslips were mounted in Prolong® Gold Antifade 

with DAPI (P36941, Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) in the dark for 24 h. 

Images were acquired with AxioImager M2 (Zeiss) and analyzed with Zen 3.6 (blue 

edition, Zeiss, Rueil Malmaison, France) and Icy (v2.4, Institut Pasteur and France-

BioImaging, Paris, Montpellier, France) software.  

 

2.9. Flow Cytometry  

ARPE-19 cells were seeded and treated in 12-well plates as previously described. After 

treatments, cells were collected and viable cells were stained with fixable viability stain 

520 (564407, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) for 15 min at RT in the dark. 

After washing, cells were permeabilized with glacial methanol for 10 min on ice. 

Nonspecific sites were blocked for 10 min at RT with a saturation buffer (PBS 1×, 1% BSA, 

and 0.2% Triton 100×), and then, cells were incubated with Alexa Fluor® 647 anti-p-

histone H2A.X (Ser139) antibody (613408, BioLegend, San Diego, CA, USA) in the 

saturation buffer (1:100) for 30 min at RT. After washing, an analysis was performed 

using an Aurora cytometer (Cytek® Biosciences, Fremont, CA, USA) with Spectroflo® 

software (Biosciences, Torrance, CA, USA), and the data were analyzed using FlowJo v10 

software (version 10, Tree Star, Ashland, OR, USA).  

 

2.10. Statistics  

Data were expressed as the means ± standard error of the mean (SEM) for at least three 

independent experiments (2–4 biological replicates per independent experiment). 

Statistical analyses were carried out with GraphPad Prism 8.3.0 software (GraphPad 
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Software, La Jolla, San Diego, CA, USA). Data were compared among experimental 

groups using oneway ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test, two-way 

ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test, or the Kruskal–Wallis test with 

Dunn’s post hoc analysis as appropriate after having checked the data for normal 

distribution (Shapiro–Wilk test) and variance homogeneity. All p-values were two-tailed, 

and p-values less than 0.05 were considered significant (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 

and **** p < 0.0001).  

 

3. Results  

3.1. RWE Prevents VEGF-A Production Induced by rVEGF and H2O2 in ARPE-19 Cells 

 We have previously demonstrated that the contents of bioactive substances in wine 

and, more specifically, polyphenols could influence the biological effects observed in 

various biological systems. These qualitative and quantitative variations mainly result 

from the conditions of vinification but, also, from the grape variety and from exogenous 

factors (biotic or abiotic stress) [29,32,33]. In order to compare the activity of our red wine 

dry extract to a standard which properties are now well established, RSV, we determined 

the quality and quantity of the phenolic compounds contained in the extract by HPLC, 

as previously described [30]. We can observe in Table 1 the different polyphenols 

characterized in the dry extract and their respective concentrations. This table shows a 

high proportion of phenolic acids and flava-3-ols compared to the amounts of 

anthocyanins, flavonols, and stilbenes (Table 1). 

 In order to determine whether RWE could affect the different molecular steps leading 

the development and progression of AMD, we first evaluated the ability of RWE to 

prevent the secretion of VEGF-A contributing to neoangiogenesis, which is the final step 

of the AMD process. We previously showed that this extract was able to decrease the 

basal level of VEGF-A in ARPE19 cells. However, what is the effect of RWE when its 

production is induced by exogenous factors? First, we evaluated the toxicity of increasing 

concentrations of recombinant human VEGF-165 (rVEGF) protein (10, 25, 50, and 75 

ng/mL) after 1, 6, 10, 16, and 24 h of treatment. As shown in Figure 1A, none of the 

concentrations and time of treatment used had an impact on the cell viability, which was 

assessed by crystal violet staining. In the same experimental conditions, we further 

measured the secretion levels of VEGF-A in the cell supernatants. As shown in Figure 1B, 

rVEGF induced a maximal VEGF-A secretion by ARPE-19 cells after 6 h of treatment 

when used at 75 ng/mL. Based on this observation, we next evaluated the ability of RWE 

to counteract the increase in VEGF-A induced by 75 ng/mL of rVEGF after an optimal 

stimulation of 6 h. Very interestingly, 24 h of pretreatment with RWE was able to 

significantly decrease VEGF-A secretion in a concentration-dependent manner in ARPE-

19 cells. Indeed, rVEGF-induced VEGF-A secretion was reduced by 42%, by 59%, and by 

67% when cells were, respectively, pretreated with 30, 50, and 100 µg/mL RWE (Figure 

1D) without impacting the cell viability (Figure 1C). Although RSV decreased VEGF-A 

secretion significantly (32% with 20 µM of RSV compared to the control), the percentage 

of inhibition was clearly lower compared to the RWE and whatever the concentration 
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tested. Extracellular VEGF-A is not the only inducer able to stimulate the secretion of 

VEGF-A by RPE cells. Indeed, the molecules responsible for oxidative stress such as 

hydrogen peroxide (H2O2) are also at the origin of the increase in VEGF-A. To evaluate 

the ability of RWE to counteract oxidative stress-induced VEGF-A secretion by ARPE-19 

cells, we first determined the optimal concentrations and time of treatment with H2O2. 

We thus treated the cells with increasing concentrations of H2O2 (150, 300, 450, and 600 

µM) for 1, 6, 10, 16, and 24 h and determined the cell viability (Figure 1E) and, in cell 

supernatants, the VEGF-A levels by ELISA (Figure 1F). Only 150 µM H2O2 was able to 

significantly increase VEGF-A secretion as compared to the control cells after 24 h of 

treatment without impacting the ARPE-19 cell viability (Figure 1E,F). Next, cells were 

treated for 24 h with increasing concentrations of RWE or RSV, as previously described, 

and were then treated with 150 µM H2O2 for an additional 24 h. In these experimental 

conditions, no significant toxicity was observed with any of the treatments (Figure 1G). 

Nevertheless, the data showed that VEGF-A secretion induced by 150 µM H2O2 was 

significantly reduced by the RWE pretreatment in a concentration-dependent manner, 

with 100 µg/mL RWE being the most efficient (reduction of VEGF-A secreted levels by 

67% compared to H2O2 alone) (Figure 1H). Regarding RSV, it reduced, to a similar extent, 

the H2O2-induced VEGF-A levels (29% vs. 20% for RSV and 30 µg/mL RWE, respectively) 

but was less efficient than RWE at 50 and 100 µg/mL. 
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Table 1. Doses (µg/mL) of red wine extract (RWE) used in the study. 

 

   Concentration (nM) of Compounds 

from Used Doses of RWE 

Compounds mg/g of Extract 30 µg/mL 50 µg/mL 100 µg/mL 

Phenolic Acids 51.25 × 10−1       

 
Gallic Acid 24.07 × 10−1 424.49 707.49 1414.98 

Caftaric Acid 25.93 × 10−1 249.18 415.31 830.61 

Caffeic Acid 12.44 × 10−2 20.72 34.54 69.08 

Flavan-3-ols 37.78 × 10−1       

  

Catechin 90.98 × 10−2 94.04 156.74 313.47 

Epicatechin 33.30 × 10−2 34.42 57.36 114.73 

Procyanidin B1 16.72 × 10−1 84.40 140.66 281.33 

Procyanidin B2 49.92 × 10−2 25.20 41.99 83.98 

Procyanidin B3 18.76 × 10−2 9.47 15.78 31.57 

Procyanidin B4 17.52 × 10−2 8.84 14.74 29.48 

Flavonols 2.35 × 10−1       

  

Quercetin 19.62 × 10−2 19.48 32.47 64.94 

Quercetin 3-glucuronide 2.69 × 10−2 1.69 2.82 5.64 

Quercetin 3-rhamnoside 1.16 × 10−2 0.78 1.30 2.59 

Stilbenes 5.61 × 10−1       

  

cis-Resveratrol 15.70 × 10−2 20.64 34.39 68.79 

trans-Resveratrol 4.69 × 10−2 6.16 10.27 20.55 

cis-Piceid 4.57 × 10−2 3.52 5.86 11.73 

trans-Piceid 1.25 × 10−2 0.96 1.60 3.20 

trans-Piceatanol 1.53 × 10−2 1.88 3.13 6.27 

cis-epsilon-viniferin 1.21 × 10−3 0.08 0.13 0.27 

epsilon-viniferin 6.79 × 10−3 0.45 0.75 1.50 

omega-viniferin 3.57 × 10−3 0.24 0.39 0.79 

Pallidol 5.74 × 10−2 3.79 6.31 12.62 

Parthenocissin 3.48 × 10−2 2.30 3.83 7.65 

Isohopeaphenol 17.97 × 10−2 5.94 9.91 19.81 

Anthocyanins 10.54 × 10−1       

  

Delphindin 3-glucoside 14.48 × 10−2 8.68 14.46 28.92 

Cyanidin 3-glucoside 5.53 × 10−3 0.34 0.57 1.14 

Petunidin 3-glucoside 7.36 × 10−2 4.29 7.15 14.30 

Peonidin 3-glucoside 11.20 × 10−2 6.74 11.23 22.45 

Malvidin 3-glucoside 71.76 × 10−2 40.70 67.84 135.68 
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Figure 1. RWE prevents both rVEGF and H2O2 -induced VEGF-A secretion in ARPE-19 cells. (A,B) ARPE-19 cells were 

treated for 1, 6, 10, 16, and 24 h with increasing concentrations of human recombinant VEGF (rVEGF) (0, 10 25, 50, and 

75 ng/mL) or with the vehicle alone (0.1% H2O). After treatments, the cells’ viability was assessed by crystal violet 

staining (A), and the VEGF-Asecreted levels were measured in cell supernatants by ELISA (B). (C,D) ARPE-19 cells 

were treated for 24 h with increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µM); RSV (20 µM); or with the vehicle 

alone (0.1% ethanol 70%) and then treated for 6 h with 75 ng/mL rVEGF or with the vehicle alone (0.1% H2O). After 

treatments, the cells’ viability was assessed by crystal violet staining (C), and the VEGF-A-secreted levels were 

measured in cell supernatants by ELISA (D). (E,F) Cells were treated for 1, 6, 10, 16, and 24 h with increasing 

concentrations of H2O2 (0, 150, 300, 450, and 600 µM) or with the vehicle alone. After treatments, the cells’ viability 

was assessed by crystal violet staining (E), and the VEGF-A-secreted levels were measured in cell supernatants by 
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ELISA (F). (G,H) Cells were treated for 24 h with increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µM); RSV (20 µM); 

or with the vehicle alone (0.1% ethanol 70%) and then treated for 24 h with 150 µM H2O2 or with the vehicle alone 

 
 After treatments, the cells’ viability was assessed by crystal violet staining (G), and the 

VEGF-Asecreted levels were measured in cell supernatants by ELISA (H). For the viability 

assays, data are expressed as a mean percentage relative to the control cells (treated with 

vehicles alone) ± SEM of three independent experiments (4 biological replicates per 

independent experiment). For kinetics (A,B,E,F), the p-values were determined by a two-

way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test and compared to the 6 h 

timepoint. (C,G) The p-values were determined by a one-way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison test. The p-values ≤ 0.05 were considered significant (n.s. 

nonsignificant). For the ELISA assays (D,H), the data are expressed as a mean in pg/mL ± 

SEM of 3–5 independent experiments (2–4 biological replicates per independent 

experiment). The p-values were determined by a one-way ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparison test. The p-values ≤ 0.05 were considered significant (* p < 0.05, ** p < 

0.01, *** p < 0.001, and **** p < 0.0001 comparing data to rVEGF- or H2O2 -treated cells).  

 

3.2. RWE Inhibits ROS Levels Induced by Oxidative Stress in ARPE-19 Cells  

 Therefore, H2O2 can contribute to the progression of the later processes of the disease 

through the production of VEGF-A. Furthermore, oxidative stress has been described as 

crucial in the early events of AMD with, in particular, the production of ROS, which 

induces several harmful effects. In order to show the ability of RWE to disrupt the 

production of ROS in human RPE cells, we first sought to determine the optimal conditions 

for oxidative stress-induced ROS production in the ARPE-19 cell line. Thus, we achieved 

kinetics from 1 to 24 h by stimulating ARPE-19 RPE cells with two well-known oxidative 

stress inducers, H2O2 and 2,20 -azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) 

(Figure 2A,B,E,F). The cells were treated with increasing concentrations of H2O2 and AAPH 

as indicated, and then, the cell viability was assessed by crystal violet staining and ROS 

production by flow cytometry using the ROS-sensitive probe DCFDA. As a control, the 

cells were treated with the vehicles alone (−). Compared to AAPH, which do not induce 

cytotoxicity in the ARPE-19 cell line, H2O2, when used at high concentrations and for long 

times of incubation (10 to 24 h), reduced the cell viability by around 50% (Figure 2A,E), 

which translated into lower H2O2-induced ROS production (Figure 2B). According to the 

ROS curves obtained by the DCFDA assays, we thus selected 300 µM for H2O2 and 600 µM 

for AAPH in the subsequent experiments, since they induced significant ROS production 

as compared to the control cells (increases by 7- and 17-fold, respectively) without affecting 

the cell viability. We found that the pretreatment of cells with RWE significantly and 

strongly reduced H2O2 and AAPH-induced ROS production from the lowest concentration, 

30 µM, allowing ROS to return to the basal levels (Figure 2D,H). As expected, the effect of 

RWE on ROS production was not related to cytotoxicity (Figure 2C,G). In this case, RSV 

also induced a significant reduction in the H2O2 and AAPH-induced production of ROS by 

49% and 69% respectively, but it was not able to return to the basal level, as seen with RWE. 
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The oxidative stress induced by H2O2 was associated with increases in the protein 

expression of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), a key transcription factor 

that regulates gene expressions for antioxidant enzymes such as Heme-Oxygenase 1 (HO-

1) [34] (Supplementary Figure S1). RWE, to a greater extent than RSV alone, tended to 

rescue H2O2- induced Nrf2 expression but not that of HO-1. This suggests that the 

protective effects of RWE against oxidative stress may occur through the activation of 

cellular antioxidant defenses (Supplementary Figure S1). 
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Figure 2. RWE prevents H2O2 - and AAPH-induced oxidative stress in ARPE-19 cells. (A,B) ARPE-19 cells were 

incubated for 30 min with the ROS-sensitive probe DCFDA (10 µM) or with the vehicle alone (0.02% DMSO). Then, 

cells were treated for 1, 6, 10, 16, and 24 h with increasing concentrations of H2O2 (0, 300, 400, 500, and 600 µM) or with 

the vehicles alone (0.2% culture medium; -DCFDA: −). After treatments, the cells’ viability was assessed by crystal 

violet staining (A), and the ROS levels were quantified by flow cytometry (B). (C,D) Cells were treated 24 h with 

increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or with the vehicle alone (0.1% ethanol 70%). 
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After 24 h, the cells were incubated with 10 µM DCFDA or the vehicle alone (0.02% DMSO) for 30 min, followed by 6 

h of treatment with H2O2 (300 µM). Thereafter, the cells’ viability and ROS levels were determined as in (A,B). (E,F) 

ARPE-19 cells were incubated for 30 min with the ROS-sensitive probe DCFDA (10 µM) or with the vehicle alone 

(0.02% DMSO). Then, the cells were treated for 1, 6, 10, 16, and 24 h with increasing concentrations of AAPH (0, 300, 

600, 1200, and 2400 µM) or with the vehicles alone (0.2% H2O; -DCFDA: −). After treatments, the cells’ viability was 

assessed by crystal violet staining (E), and the ROS levels were quantified by flow cytometry (F). (G,H) Cells were 

treated 24 h with increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or with the vehicle alone 

(0.1% ethanol 70%). After 24 h, the cells were incubated with 10 µM DCFDA or the vehicle alone (0.02% DMSO) for 30 

min, followed by 6 h of treatment with AAPH (600 µM). After treatments, the cells’ viability was assessed by crystal 

violet staining (G), and the ROS levels were quantified by flow cytometry (H). For the kinetics in (A,B,E,F), the p-values 

were determined by a two-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test and compared to the 6 h 

timepoint. (C,G) The p-values were determined by a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. 

The p-values ≤ 0.05 were considered significant (n.s. nonsignificant). (D,H) The data are expressed as the mean DCFDA 

fluorescence intensity ± SEM of 3–5 independent experiments (2–4 biological replicates per independent experiment). 

The p-values were determined by a oneway ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. The p-values ≤ 

0.05 were considered significant (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, and **** p < 0.0001 comparing the data to H2O2 - or 

AAPH-treated cells) 

 

 

3.3. RWE Prevents Oxidative Stress-Induced DNA Damage in RPE Cells 

  In the first steps of AMD, oxidative stress can induce progressive retinal cellular 

damage, which leads to protein misfolding, functional anomalies, and DNA damage that 

trigger RPE cell dysfunctions. One of the most commonly used DNA oxidative stress 

markers is histone H2AX phosphorylation. Indeed, the phosphorylated histone H2AX 

(γH2AX), is usually used to assess DNA damage levels, being a marker of single- and 

double-stranded DNA breaks [35,36]. Firstly, we explored the ability of RWE to prevent 

DNA damage induced by oxidative stressors (i.e., H2O2 and AAPH) in ARPE-19 cells. 

Microscopic analyses highlighted the typical γH2AX foci after H2O2 treatment with 300 µM 

for 6 h, which was concomitant to ROS production (Figure 3A). Similarly, AAPH induced 

the same foci of γH2AX after 6 h of treatment with 600 µM of AAPH (Figure 3B). 

Interestingly, pretreatment with three concentrations of RWE (30, 50, and 100 µM) for 24 h 

before oxidative stress induction prevented the appearance of green fluorescence, 

reflecting the increase in γH2AX foci (Figure 3A,B). A quantitative analysis of MFI 

measured with Icy software (v2.4) showed that H2O2 and AAPH induced significant 

increases in γH2AX foci by +108% and +37% compared to the control cells (cells treated 

with the vehicle alone). In addition, we observed that RWE pretreatment, whatever the 

concentration used, significantly prevented H2O2- and AAPH-induced rises in γH2AX foci 

by, respectively, around 25% and 30% (Figure 4A,C). In order to confirm the induction of 

DNA damage, we stained RPE cells with Alexa Fluor® 647 anti-γH2A.X, and the MFI were 

measured by flow cytometry. These results confirmed the microscopic observations, 

showing that the treatment with 300 µM of H2O2 induces a strong increase in γH2AX 

staining compared to the control cells (by six-fold) (Figure 4B). The pretreatment with RWE 

significantly decreased H2O2-induced γH2AX in a concentration-dependent manner (33% 

for 30 µM, 38% for 50 µM, and 47% for 100 µM) compared to the H2O2 treatment (Figure 

4B). RSV treatment with 20 µM had a modest inhibition of γH2AX (22%) compared to the 
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RWE treatments. Similarly, AAPH induced a two-fold increase in the γH2AX level 

compared to the control cells, and the pretreatment with RWE decreased γH2AX even at 

the lowest concentration (30 µg/mL) and allowed a return to the basal levels (Figure 4D). 

 

Figure 3. RWE prevents oxidative stress-induced DNA damage in ARPE-19 cells. Cells were treated with 

increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or with the vehicle alone (0.1% 

ethanol 70%). After 24 h, the cells were incubated with (A) H2O2 (300 µM) or with (B) AAPH (600 µM) for 

6 h. γH2AX expression was analyzed by fluorescence microscopy (×20 and ×63 Figure 3. RWE prevents 

oxidative stress-induced DNA damage in ARPE-19 cells. Cells were treated with increasing concentrations 

of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or with the vehicle alone (0.1% ethanol 70%). After 24 h, the 

cells were incubated with (A) H2O2 (300 µM) or with (B) AAPH (600 µM) for 6 h. γH2AX expression was 

analyzed by fluorescence microscopy (×20 and ×63 magnifications, scale bar = 20 µm). Nuclei (blue 

fluorescence) and γH2AX green fluorescence. Representative images of three independent experiments are 

shown.             
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Figure 4. RWE prevents oxidative stress-induced DNA damage in ARPE-19 cells. (A,B) Cells were treated with 

increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or with the vehicle alone (0.1% ethanol 70%). 

After 24 h, the cells were incubated with H2O2 (300 µM) for 6 h. (A) Histograms of the mean fluorescence intensity 

(MFI) of γH2AX staining shown in Figure 3A. (B) Analysis of γH2AX staining in cells by flow cytometry. (C,D) Cells 

were treated with increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or with the vehicle alone 

(0.1% ethanol 70%). After 24 h, the cells were incubated with AAPH (600 µM) for 6 h. (C) Histograms of the mean 

fluorescence intensity (MFI) of γH2AX staining shown in Figure 3B. (D) Analysis of γH2AX staining in cells by flow 

cytometry. Fluorescence microscopy analyses were performed by measuring the MFI on merged pictures (n > 60 

cells) with Icy software (v2.4) and were expressed as the mean MFI ± SEM of three independent experiments. The p-

values were determined by Kruskal–Wallis followed by Dunn’s multiple comparison test and comparing the data to 

H2O2 - or AAPH-treated cells. The p-values ≤ 0.05 were considered significant (**** p < 0.0001). Flow cytometry results 

were expressed as the mean MFI ± SEM (×104 ) from 3 to 5 independent experiments with 2 to 4 biological replicates 

per experiment. The p-values were determined by a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test 

and comparing the data to H2O2 - or AAPH-treated cells. The p-values ≤ 0.05 were considered significant (* p < 0.01, 

*** p < 0.001, and **** p < 0.0001). 

 

3.4. RWE Affects Activation of Key Regulators in the DNA Damage Response Pathway 
  DNA damage, whether single- or double-stranded breaks, results in activation of the 

DNA damage response (DDR) pathway. The two main pathways activated as a result of 

genomic damage are the ATM (ataxia telangiectasia-mutated)/Chk2 (checkpoint kinase 

2) and RAD3-related (ATR)/Chk1 (checkpoint kinase 1) pathways. ATM and ATR 

proteins phosphorylate downstream histone H2AX (γH2AX), which then recruits other 

ATM and ATR substrates, notably Chk2 and Chk1 proteins. These proteins can then 

modulate the activity of key cell cycle regulators through the activation of transcription 

factor p53 [37,38]. Once activated, this triggers the G1/S, S, and G2/M checkpoints, 

thereby blocking cell cycle progression to enable either DNA repair or cell death 

induction. In order to investigate the effect of RWE on these DNA damage pathways, the 
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expression of key proteins and their phosphorylation states were analyzed by Western 

blot in ARPE-19.  

 First, we observed that H2O2 affects the ATM/Chk2 pathway. As shown in Figure 5A, 

H2O2 increases the phosphorylation of ATM and Chk2 by 14- and 15-fold, respectively, 

and a pretreatment with RWE is able to prevent these phosphorylations. Indeed, RWE 

prevents the phosphorylation of ATM even at the lowest concentration (around 65%) 

and, also, the phosphorylation of Chk2 in a dose-dependent manner (around 37% at 30 

and 50 µg/mL and 62% at 100 µg/mL) (Figure 5C). Similarly, the pretreatment with RSV 

is also able to decrease the phosphorylation of ATM and Chk2 (around 60%). Similar 

results were observed with the phosphorylation of p53, with a significant increase of p53 

phosphorylation induced by H2O2 by around 10-fold, and a pretreatment with RWE is 

able to reduce this phosphorylation at the strongest concentration (62% at 100 µg/mL). 

Interestingly, RSV is not able to significantly reduce the phosphorylation of p53. Then, 

we investigated the ATR/Chk1 pathway, and as shown in Figure 5A,C, H2O2 did not 

affect the expression and phosphorylation of ATR and Chk1. Nevertheless, a 

pretreatment with RWE at the strongest concentration (100 µg/mL) or RSV (20 µM) was 

able to significantly decrease the phosphorylation of Chk1 even below the basal control 

level.  

 In the same way, we studied the impact of AAPH treatment on the ATM/Chk2 and 

ATR/Chk1 pathways. Contrary to H2O2, AAPH does not impact the expression or the 

phosphorylation of ATM, ATR, Chk1, and p53 (Figure 5B). However, AAPH induces the 

phosphorylation of Chk2 2.5-fold, and the pretreatment with the highest concentration 

of RWE or with RSV is able to reduce this phosphorylation by around 45% (Figure 5B,D). 

Very interestingly, AAPH does not impact the expression or the phosphorylation of p53; 

however, the pretreatment with the highest concentration of RWE is able to reduce the 

phosphorylation of p53 by 56% compared to the control cells (Figure 5D). 
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Figure 5. RWE affects H2O2 - and AAPH-induced activation of key regulators of the DNA damage 

response (DDR) pathway in ARPE-19. Cells were treated with increasing concentrations of RWE (30, 50, 

and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or the vehicle alone (0.1% ethanol 70%) for 24 h and were thereafter treated 

for 6 h with (A) H2O2 (300 µM) or by (B) AAPH (600 µM). Immunoblots of the key proteins involved in 

the DDR pathway are representative of three independent experiments. HSC70 was used as an internal 

loading control and was used for protein expression normalization. (C,D) Histograms corresponding to 

protein expression quantification. Data are the mean ratios between phosphorylated and total forms ± 

SEM (arbitrary units, u.a.) of 3 to 5 independent experiments. The p-value was determined by a one-way 

ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test comparing the data to H2O2 - or AAPH-treated 

cells. *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, and ns: nonsignificant. 

 

 

3.5. RWE Prevents H2O2- and LPS/IFN-γ-Induced Inflammation in RPE Cells and 

Macrophages 
  It is well known that oxidative stress through ROS production and DNA damage 

contributes to inflammatory processes. Indeed, cigarette smoke concentrate induces ROS 

production and γH2AX nuclear foci in ARPE-19 cells, which are associated with the 

upregulation of proinflammatory cytokines IL-6 and IL-8 [39]. Indeed, RPE cells are 

involved in the regulation of the immune response in the retina, and dysfunctions in the 

RPE can lead to the secretion of proinflammatory cytokines such as IL-6 and IL-8, which 

maintain a proinflammatory environment [40]. These cytokines are crucial in AMD 

pathogenesis. Indeed, IL-6 has proangiogenic properties, the intraocular concentration of 

this cytokine being more closely correlated to the occurrence of macular edema than 

VEGF-A [41]. In this context, we have explored the RWE ability to prevent the secretion 

of IL-6 and IL-8 induced by oxidative stress (i.e., H2O2) in ARPE-19 cells.  

 As expected, the treatment of cells with 300 µM of H2O2 for 6 h induced a strong 

secretion of IL-6 2.5-fold compared to the control. This latter was strongly reduced to the 

basal control levels by the pretreatment of cells with RWE 30 µg/mL and was even 

decreased to lower levels when using 50 and 100 µg/mL of RWE (reduction by 44% and 

49%, respectively, compared to the control) (Figure 6A).  

 RSV is also usually described as an anti-inflammatory compound. In these oxidative 

stress conditions, polyphenol was able to decrease IL-6 secretion but at a lower level than 

RWE by 37% compared to H2O2 (Figure 6A). Similarly, IL-8 secretion was completely 

decreased with RWE pretreatment (Figure 6B). Indeed, ARPE-19 cells overproduce IL-8 

under oxidative stress with H2O2 2.5-fold compared to the control, which is completely 

returned to the basal level when RPE cells are pretreated with 30 or 50 µg/mL of RWE 

(Figure 6B). In view of these results, we then explored the capacity of RWE to counteract 

an overproduction of proinflammatory cytokines not by oxidative stress but by a 

common inducer of inflammation, such as a combination with lipopolysaccharide (LPS) 

and interferon gamma (IFN-γ). The quantification of IL-6 and IL-8 secretion by RPE cells 

revealed that LPS/IFN-γ increases IL-6 secretion 5-fold compared to the control (Figure 

6D) and around 4.3-fold for IL-8 compared to the control (Figure 6E), without inducing 

any cytotoxicity (Figure 6C). The pretreatment of cells with RWE strongly decreases IL-6 
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production at the same basal level of the control with 50 and 100 µg/mL (Figure 6D). Very 

interestingly, RWE pretreatment decreases IL-8 secretion below the basal control level 

from 30 µg/mL and strongly decreases under the basal levels at 50 and 100 µg/mL (Figure 

6E).  

 These proinflammatory cytokines, which are produced in RPE cells under the effect of 

stress activators, are found in the aqueous humor of patients with AMD [42], and their 

levels have been correlated with neovascular retinal activity [43]. However, RPE cells are 

not the only immunosuppressive cells playing a role in the proinflammatory state seen 

in this disease. During AMD, monocytes from the blood circulation are recruited to the 

retina and choroid, where they differentiate into macrophages, especially into 

proinflammatory “M1”- type macrophages [15]. This type of macrophages is activated 

by multiple signals, including bacterial toxins such as LPS, and they secrete, in particular, 

proinflammatory cytokines such as IL-6 and IL-8 [44]. Considering the important role 

played by proinflammatory M1 macrophages in AMD progression, we next assessed 

whether the modulation of IL secretion by RWE in RPE cells could be similar in these 

immune cells. To this end, we isolated human peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) from four different male donors that we pre-differentiated with GM-CSF for 6 

days. Thereafter, the cells were pretreated for 24 h with increasing concentrations of RWE 

(30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or with the vehicle alone before activating 

monocytes into M1 macrophages with LPS and IFN-γ. After 4 h of stimulation, the 

macrophages were treated for an additional 20 h with increasing concentrations of RWE 

or RSV, as previously described. At the end of the treatments, the supernatants were 

collected to measure the IL-6 and IL-8 secretion levels by ELISA (Figure 7B,C), and the 

cells were stained with crystal violet to assess the cell viability (Figure 7A). As expected, 

the treatment with LPS/IFN-γ induced IL-6 secretion that increased by 200-fold compared 

to the control with no significant toxicity (Figure 7A) and that was lowered in a dose-

dependent manner with RWE (65%, 73%, and 76% at 30, 50, and 100 µg/mL, respectively) 

(Figure 7B). RSV decreased IL-6 secretion slowly compared to the different RWE 

concentrations, with 43% compared to LPS/IFN-γ (Figure 7B). Similarly, IL-8 secretion 

was increased by LPS/IFN-γ by around 50-fold compared to the control. Similar to IL-6, 

IL-8 secretion was inhibited in a dose-dependent manner by RWE, with 35%, 56%, and 

84% at 30, 50, and 100 µg/mL, respectively (Figure 7C). As with ARPE-19, pretreatment 

with 20 µM of RSV decreased the production of the two proinflammatory cytokines 

compared to cells under stress conditions but at a lower level than with RWE treatment 

(43% for IL-6 and 25% for IL-8) (Figure 7B,C) 
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Figure 6. Anti-inflammatory effects of RWE on the secretion of proinflammatory cytokines IL-6 and IL-8 in ARPE-19 

cells. Cells were treated with increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); or the vehicle 

alone (0.1% ethanol 70%). After 24 h of treatment, the cells were incubated for 6 h with (A,B) H2O2 (300 µM) or with 

(C–E) LPS (100 µg/mL) and IFN-γ (25 ng/mL). The levels of (A,D) IL-6 and (B,E) IL-8 were measured by ELISA. Data 

were expressed as the mean in pg/mL ± SEM of 3–5 independent experiments (2–4 biological replicates per 

independent experiment). The p-values were determined by a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple 

comparison test comparing the data to H2O2 - or LPS/IFN-γ-treated cells. The p-values ≤ 0.05 were considered 

significant (**** p < 0.0001). (C) Cell viability was measured by crystal violet staining. Data were expressed as the 

mean percentage relative to the control cells (treated with the vehicles alone) ± SEM of three independent experiments 

(4 biological replicates per independent experiment). The p-values were determined by a one-way ANOVA followed 

by Tukey’s multiple comparison test. The p-values ≤ 0.05 were considered significant (n.s. nonsignificant). 
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Figure 7. Anti-inflammatory effects of RWE on the secretion of proinflammatory cytokines IL-6 and IL-8 in human 

macrophages. After 6 days of culture, human PBMC were treated with increasing concentration of RWE (30, 50, and 

100 µg/mL); RSV (20 µM); or the vehicle alone (0.1% ethanol 70%). After 24 h of treatment, the cells were incubated 

with LPS (10 ng/mL) and IFN-γ (25 ng/mL) to polarize cells into M1 macrophages or incubated with the vehicle alone. 

After 4 h of stimulation with LPS and IFN-γ, increasing concentrations of RWE (30, 50, and 100 µg/mL); RSV (20 µM); 

or the vehicle alone (0.1% ethanol 70%) were added into the medium for an additional 20 h. At the end of the 

treatments, the cells’ viability was assessed with crystal violet staining (A), and the supernatants were collected to 

measure by ELISA the secreted levels of (B) IL-6 and (C) IL-8. For the ELISA assays, the data were expressed as the 

mean in pg/mL ± SEM of 3–5 independent experiments (2–4 biological replicates per independent experiment). The 

p-value was determined by a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. **** p-value < 0.0001 

comparing the data to LPS/IFN-γ-treated cells. For cell viability, data were expressed as the mean percentage relative 

to the control cells (treated with the vehicles alone) ± SEM of three independent experiments (4 biological replicates 

per independent experiment). The p-values were determined by a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple 

comparison test. (n.s. nonsignificant). 

 

 

4. Discussion  

 Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of central vision 

impairment in patients over the age of 65. This multifactorial disease is caused by both 

environmental and genetic risk factors [23]: smoking; air pollution; ultraviolet radiation; 

metabolic diseases (e.g., obesity, hypertension, and diabetes); consumption of dietary fats 

[24–27]; and genetic polymorphisms such as cfh and arms2/hrta1 genes [28]. These factors 

can trigger AMD through the production of free radicals that create oxidative stress and 

inflammation in the retina. Both oxidative stress and inflammation are known for playing 

a critical role in the initiation and development of AMD [45]. Retinal pigment epithelial 

(RPE) cells are responsible for maintaining the retina homeostasis by providing 
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nutritional and structural support; therefore, RPE are the primary target for AMD-

associated oxidative stress [46]. RSV, a potent antioxidant compound, may be effective in 

reducing the risk of AMD in a same way that common antioxidants found in fruits and 

vegetables (vitamins C and E and carotenoids) have been shown to delay or prevent the 

development of ocular diseases [47].  

 Some studies have shown that food supplementation with resveratrol could have 

beneficial properties against eye disease [22], i.e., by reducing laser-induced choroidal 

neovascularization (CNV) in mice [48]. Furthermore, other polyphenols found in red 

wine (such as quercetin, epicatechin, and malvidin) have been reported to have potential 

positive effects in AMD by exerting antioxidant, anti-inflammatory, and antiangiogenic 

effects in both in vitro and in animal models of AMD [49–53]. In this context, we used a 

red wine extract (RWE) enriched with various properly identified and characterized 

polyphenols, and we describe, for the first time, the potential use of RWE to prevent early 

events, such as ROS production and proinflammatory IL secretion, in a human RPE cell 

line (ARPE-19).  

 It Is well established that polyphenols can both scavenge ROS and regulate signaling 

pathways involved in oxidative stress, inflammation, and angiogenesis. Indeed, the 

structure of polyphenol compounds is characterized by a poly hydroxyl group on an 

aromatic ring, which allows them to exhibit the radical scavenging of NO· and OH· [34]. 

In addition to their direct action on ROS, polyphenols also have biological functions by 

regulating the mitochondrial respiratory chain [54,55] and endogenous antioxidant 

enzymes such as superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase or various 

targets such as nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and the mammalian 

forkhead transcription factors of the O class (FOXOs) that are involved in the 

transcription of target antioxidant gene expression [34]. Among these polyphenols, the 

biological activities of RSV as an antioxidant and anti-inflammatory compound have 

been well described [56,57], particularly in the context of various ocular dysfunctions [22]. 

Furthermore, recent studies have shown that this hydroxystilbene is also able to act 

synergistically with other polyphenols to counteract many deleterious processes. It has 

now been clearly demonstrated that polyphenolic compounds that are said to have 

synergistic activities are highly effective against oxidation, inflammation, myocardial 

infarction, and a variety of other conditions [58–61]. In addition, natural polyphenols act 

synergistically with existing clinically approved drugs to improve anticancer activity 

[37,62–64]. We have addressed, in many pathological conditions, the potential use of a 

mixture from red wine that contains various polyphenols. We were thus able to reveal 

that the qualitative and quantitative compositions of polyphenols were decisive in the 

biological activity of these polyphenolic mixtures, because depending on the presence or 

absence of certain compounds, we observed synergistic effects, additives, or even 

opposing antagonistic effects [29]. Similarly, we were able to demonstrate, in a previous 

study on antitumor activity, that the relative concentrations of these compounds were 

also decisive and that it was the mixture from the dry red wine extract richest in 

polyphenols that exhibited the best antitumor activity in a model of chemo-induced 
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carcinogenesis in rats [29]. Very interestingly, these extracts were able to alter tumor 

angiogenesis in many models through the reduction of VEGF-A [29,65,66]. This 

proangiogenic factor has a major importance in the progression of AMD and poor clinical 

prognosis. Se recently showed that the extract enriched in polyphenols was also able to 

reduce the secretion of VEGF-A in a retinal model of ARPE-19 cells by disturbing the 

VEGF-R2/mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway [30]. This 

pathway is not the only one that leads to the overproduction of VEGF-A, and early AMD 

events can contribute significantly to VEGF-A production and, thus, to the triggering of 

angiogenesis, as observed during oxidative stress [39] or chronic inflammation [67,68]. 

  Oxidative stress is the first step of AMD. It can lead to cell injury such as DNA damage, 

triggering RPE cell dysfunction. By inducing ROS production, nuclear damage appears 

in RPE cells, leading to phosphorylated-histone 2AX-immunoreactive (γH2AX) nuclear 

foci, which trigger an increase in the p53 protein [39]. The present study highlights that 

RWE was able to prevent H2O2- or AAPH-induced oxidative stress in human ARPE-19 

RPE cells in a dose-dependent manner and, thus, protect RPE cells against DNA damage, 

as demonstrated by the decrease in γH2AX. Subsequently, this protective effect is 

associated with a downregulation of the DDR pathway involving the ATM/Chk2 and 

ATR/Chk1 proteins. Very interestingly, as observed in previous studies, RWE was more 

efficient than RSV alone in preventing oxidative stress and DNA damage, suggesting a 

potential synergy between polyphenol compounds at very low concentrations.  

 It is well known that oxidative stress resulting from ROS production and DNA damage 

contributes to inflammatory processes. Indeed, during aging or exposure to exogenous 

and endogenous factors, ROS production and γH2AX nuclear foci are induced in RPE 

cells in association with an upregulation of proinflammatory cytokines, particularly IL-6 

and IL-8 [39]. Furthermore, drusen formed during the AMD process contain numerous 

proinflammatory interleukins and plasmatic proteins (such as C-reactive protein (CRP)) 

involved in acute inflammation [69]. Indeed, it has been shown that the plasma CRP 

levels are higher in patients with AMD. Similarly, high levels of IL-6 have been associated 

with the progression of AMD. Furthermore, many anatomopathological studies have 

demonstrated the presence of inflammatory cells from the early stage of AMD, notably 

preceding the appearance of retinal lesions. Particularly, mononuclear phagocytes are 

present at the edge of atrophic zones and are responsible for the degeneration of 

photoreceptors. Therefore, there is an amplification loop for inflammation, since there is 

chronic inflammation of the cells in the RPE that progressively alters their function and 

results in the formation of drusen. In our study, we show that RWE was able to prevent 

the secretion of proinflammatory cytokines (IL-6 and IL-8) in RPE cells induced by 

oxidative stress and by LPS, but RWE was also able to prevent these same cytokines in 

inflammatory cells such as macrophages. Interestingly, in these two cell types, RSV alone 

was able to prevent the secretion of IL-6 and IL-8, but the effect was not as marked as for 

RWE. Overall, RWE and RSV alone can be beneficial in the prevention of the events 

leading to AMD, but RWE appears to be more efficient.  
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 Overall, these results, which were obtained using a polyphenolic cocktail on a human 

retinal cell line (ARPE-19) and human macrophages, pave the way for future studies. Our 

findings suggest that this formula may reduce or prevent events associated with AMD, 

thus slowing the progression of AMD and preventing the formation of new vessels. 

Nonetheless, as polyphenols are subjected to intensive metabolism by phase I/phase II 

enzymes [70–72], further studies are required to evaluate the ability of such a 

polyphenolic formulation to prevent AMD onset or progression and to analyze RWE 

metabolite profiles in target tissues using a mass spectrometry approach [48].  

 

5. Conclusions 

  Our study demonstrated, for the first time, that a red wine extract (RWE) enriched in 

various polyphenols could counteract the early events of AMD, such as ROS production 

and proinflammatory IL secretion, in a human RPE cell line (ARPE-19). We showed that 

RWE can have an antiangiogenic effect and that it can prevent ROS and protect cells from 

DNA damage through the downregulation of key factors in the DNA damage response 

pathway, such as ATM, Chk2, and p53. These antioxidant effects are enhanced by 

antiinflammatory benefits. Moreover, RWE and RSV are able to counteract the secretion 

of proinflammatory cytokines induced in ARPE-19 cells and human macrophages. These 

in vitro findings pave the way for further in vivo and clinical investigations on the health 

benefits of polyphenols and their metabolites.  
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(HO-1) in ARPE-19. Cells were treated with increasing concentrations of RWE (30, 50, 100 
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Supplementary Figure S1 
 

Supplementary Figure S1. Effects of RWE on H2O2-induced protein expression of Nrf2 transcription factor and 

Heme-Oxygenase 1 (HO-1) in ARPE-19. Cells were treated with increasing concentrations of RWE (30, 50, 100 

µg/mL), RSV (20 µM) or vehicle alone (0.1% ethanol 70%) for 24 h, and were thereafter treated for 6 h with H2O2 (300 

µM). Immunoblots of Nrf2 and HO-1 are representative of three independent experiments. HSC70 was used as an 

internal loading control. 

 

 

Supplementary Figure S2 
 

Supplementary Figure S2. Flow cytometry gating Strategies. Live cells Were stain withe Fixable viability staining 

(FVS 520). Gray histogram represents H2AX staining in ARPE-19 after treatment.  
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D. Résultats complémentaires
D.1. Caractère anti-angiogénique du RWE

Les résultats des deux précédents articles montrent que RWE inhibe fortement la sécrétion 

de VEGF-A en condition basale, mais aussi lorsqu’elle est induite par VEGF recombinant 

(rVEGF) ou par un stress oxydant (H2O2). Cette inhibition de sécrétion est associée à une 

inhibition de l’expression de l’ARNm de VEGF-A lors d’une induction par rVEGF et par H2O2. 

Dans les deux cas, RWE inhibe de manière dose dépendante l’expression de l’ARNm de 

VEGF-A (Figure 24A,B). 

Figure 24. L’extrait sec de vin rouge altère l’expression de l’ARNm de VEGF-A induit dans les 
cellules ARPE-19 

Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations d’extrait sec de vin rouge (Red wine extract
: RWE ; 30; 50; 100 µg/mL) ou de resvératrol (RSV, 20 µM). Après 24 h, les cellules ont été traitées
durant 6 h avec (A) du peroxyde d’hydrogène (H2O2 ; 300 µM), (B) VEGF recombinant (rVEGF, 70 
ng/mL). L’expression d’ARNm de VEGF-A a été mesurée par qPCR. Le gène L27 a été utilisé comme 
référence. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes rapportées aux cellules contrôles (traitées 
avec le solvant) ± SEM de trois expériences indépendantes (u.a. : unité arbitraire). Les p-values ont 
été calculées par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett. **p<0,01; *** p<0,0001 (valeurs comparées 
aux valeurs des cellules traitées avec H2O2 , rVEGF).

Afin d’étudier le mécanisme d’action de RWE lors d’une induction de la sécrétion de VEGF-

A par le rVEGF, l’expression protéique ainsi que la phosphorylation du récepteur VEGF-R2 

ont été mesurées par immunobling. Ainsi, nous pouvons observer que le rVEGF semble 

induire une augmentation de l’expression de VEGF-R2 ainsi que de sa phosphorylation sur la 

tyrosine 1054 alors que la tyrosine 951 n’a pas été impactée. Nous pouvons observer que le 

RWE semble être capable d’inhiber l’expression de VEGF-R2 ainsi que sa phosphorylation 
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sur la tyrosine 1054 (Figure 25). Cependant, des expériences supplémentaires sont nécessaires 

afin de confirmer et de compléter ces résultats. 

 

Figure 25. L’extrait sec de vin rouge module la phosphorylation du récepteur VEGF-R2 induite par 

rVEGF  

Les cellules ARPE-19 ont été traitées avec différentes concentrations d’extrait sec de vin rouge (Red 

wine extract : RWE ; 30; 50; 100 µg/mL) ou de resvératrol (RSV, 20 µM). Après 24 h, les cellules ont été 

traitées durant 6 h avec du VEGF recombinant (rVEGF, 70 ng/mL). Les expressions protéiques ont 

été mesurées par immunoblotting. (A) L’image est représentative de 2 expériences indépendantes.  

(B) Les expressions des protéines ont été normalisées par rapport au contrôle de charge HSC70 et 

sont exprimées en unité arbitraire (u.a.). Les valeurs sont exprimées en valeur moyenne rapportée au 

contrôle ± SEM de 2 expériences indépendantes.  
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intrinsèquement liés. En effet, l’induction de l’inflammation dans les cellules de l’EPR peut 

induire la sécrétion du VEGF-A afin de participer à la formation de nouveaux vaisseaux 

permettant le recrutement de cellules immunitaires circulantes. Ainsi, le LPS semble induire 

fortement l’expression d’ARNm ainsi que la sécrétion de VEGF-A dans les cellules ARPE-19 
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(Figure 26). Le RWE semble prévenir de manière dose dépendante l’induction de 

l’expression d’ARNm ainsi que la sécrétion de VEGF-A (Figure 26). 

Figure 26.L’extrait sec de vin rouge semble inhiber la sécrétion de VEGF-A induite lors d’une 

inflammation dans les cellules ARPE-19
Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations d’extrait sec de vin rouge (Red wine extract
: RWE , 30; 50; 100 µg/mL) ou de resvératrol (RSV, 20 µM). Après 24 h, elles ont été traitées durant 6 
heures avec du LPS (100 ng/mL) et de l’INFγ (25 ng/mL). (A) L’expression d’ARNm de VEGF a été 

mesurée par qPCR. Le gène L27 a été utilisé comme référence. Les résultats sont exprimés en 
pourcentages moyens rapportés aux cellules contrôles (traitées avec le solvant) ± SEM de deux 
expériences indépendantes (u.a. : unité arbitraire).  (B) la sécrétion de VEGF-A a été mesurée par 
ELISA. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes ± SEM de trois expériences indépendantes. 

D.2. Caractère anti-inflammatoire du RWE dans les cellules de l’EPR

Il est maintenant bien avéré que l’inflammation et le stress oxydant sont deux processus 

intrinsèquement liés dans l’initiation de la DMLA. Ainsi, la production d’ERO peut induire 

des dommages contribuant aux processus inflammatoires. L’étude du caractère anti-

inflammatoire du RWE sur les cellules de l’EPR (ARPE-19) a permis de montrer qu’il était 

capable d’inhiber la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) lors d’une 

induction par stress oxydant (H2O2) (Cornebise et al., 2023). Quand est-il lors d’un stress 

oxydant généré par l’AAPH ? Afin d’étudier l’impact de l’AAPH sur l’inflammation, une

concentration d’AAPH induisant un fort stress oxydant (cf figure 2F de l’article Cornebise et 

al., 2023) à savoir 600 µM d’AAPH a été utilisée. L’AAPH n’impacte pas la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) avec les doses et les temps de traitements utilisés

(Figure 27).
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Figure 27. Le stress oxydant induit par AAPH n’altère pas la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires dans les cellules ARPE-19  

Les cellules ARPE-19 ont été traitées durant 24 h avec différentes concentrations d’extrait sec de vin 

rouge (Red wine extract : RWE, 30 ; 50 ; 100 µg/mL) ou 20 µM de RSV. A la suite de ce traitement, les 

cellules ont été incubées 6 h avec 600 µM d’AAPH. A la fin des traitements, les sécrétions 

d’interleukines 6 et 8 (IL-6 et IL-8) ont été mesurées par ELISA. Les résultats sont exprimés en valeurs 

moyennes ± SEM de trois expériences indépendantes (u.a. : unité arbitraire). Les p-values ont été 

calculées par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été considérée comme 

significative, n.s. = non significatif (valeurs comparées aux valeurs des cellules traitées avec AAPH).  

  

De plus, les résultats montrés dans l’article précédent montrent que l’extrait sec de vin rouge 

prévient la sécrétion de l’IL-6 et de l’IL-8 lorsqu’elles sont induites par du peroxyde 

d’hydrogène ou par du LPS (cf figure 6 de l’article). En outre, l’inhibition de la sécrétion de ces 

cytokines RWE altère aussi l’expression de leur ARNm (Figure 28). En effet, RWE inhibe de 

manière dose dépendante l’expression d’IL-6 et d’IL-8 induite par du peroxyde d’hydrogène 

(Figure 28A). La concentration la plus élevée de RWE (100 µg/ml) permet d’inhiber 

l’expression d’IL-6 et d’IL-8 et ce à un niveau inférieur aux taux basaux (H2O2). De plus, RWE 

inhibe aussi l’expression d’une autre chimiokine pro-inflammatoire, la chimiotactique 

monocytaire-1 (MCP-1), qui est notamment impliquée dans le recrutement des macrophages 

circulants. Ainsi, RWE inhibe l’expression d’ARNm de cette dernière de manière dose 

dépendante. Tout comme pour l’expression de l’IL-6 et de l’IL-8, la concentration la plus élevée 

de RWE est capable de diminuer l’expression de MCP-1 à un taux inférieur aux taux basaux. 

Si l’on compare l’effet du RSV seul à celui du RWE, on remarque qu’il inhibe fortement 

l’expression de MCP-1. Et bien qu’il inhibe significativement l’expression d’IL-6 et d’IL-8, son 

effet est moins important que ceux du RWE aux doses les plus élevées. Ces résultats sont en 
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accord avec ceux de l’article où l’on observe que l’inhibition de la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 par 

le RSV seul est moins importante que celle induite par RWE.  

De manière similaire, RWE inhibe l’expression d’IL-6, IL-8 et MCP-1 lorsqu’elles sont 

induites par LPS (Figure 28C). RWE inhibe l’expression d’IL-6, même à la concentration la 

plus faible, RWE permet le retour à un taux basal d’ARNm d’IL-6. De plus, il inhibe de manière 

dose dépendante l’expression d’IL-8 et de MCP-1 (Figure 28C). Comme précédemment, le RSV 

seul inhibe l’expression de ces cytokines, mais son effet reste moins important que celui du 

RWE.  

De plus, en lien avec les résultats de la Figure 27, AAPH n’impacte pas l’expression d’IL-6, 

IL-8 et MCP-1 (Figure 28B).  

Ces résultats suggèrent que RWE pourrait réduire l’inflammation lorsqu’elle est induite 

dans un contexte pathologique tel que la DMLA. De plus, si l’on compare l’effet du RSV seul 

à celui du RWE, on peut penser que certains polyphénols autres que le RSV peuvent être 

bénéfiques ou bien dûs à sa vaste diversité polyphénolique, certains composés agissent en 

synergie.  
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Figure 28. L’extrait sec de vin rouge prévient l’inflammation dans les cellules ARPE-19
Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations d’extrait sec de vin rouge (Red wine 

extract : RWE ; 30; 50; 100 µg/mL) ou de resvératrol (RSV, 20 µM). Après 24 h, les cellules ont été 
traitées avec (A) du peroxyde d’hydrogène (H2O2 ; 300 µM), (B) AAPH (600 µM) ou (C) LPS (100 
ng/mL) et INFγ (25 ng/mL). Après 6h de traitement, l’expression d’ARNm d’IL-6, IL-8 et MCP-1
(Chimiotactiques monocytaire-1) ont été mesurées par qPCR. Le gène L27 a été utilisé comme 
référence. Les résultats sont exprimés en pourcentages moyens rapportés aux cellules contrôles 
(traitées avec le solvant) ± SEM de trois expériences indépendantes (u.a. : unité arbitraire). Les p-
values ont été calculées par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été considérée 

comme significative, n.s. = non significatif; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,0001 (valeurs comparées aux 
valeurs des cellules traitées avec H2O2 , AAPH ou LPS et l’INFγ).

Au sein des cellules de l’EPR, l’inflammation est principalement régulée par la voie de Nf

κB. En effet, les ERO peuvent induire cette voie et ainsi augmenter la production et la sécrétion 

d’interleukines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8). Nous pouvons voir Figure 29 que lorsque les 

cellules ARPE-19 sont traitées durant 6 h avec 300 µM d’H2O2, l’expression de p65 semble 
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être fortement induite, cependant, nous n’observons pas de différence de l’expression de p50. 

En accord avec les résultats précédents, RWE semble pouvoir réduire de manière dose 

dépendante la surexpression de p65. Ainsi, il semblerait que RWE puisse agir sur des 

protéines clés impliquées dans les voies régulant ces cytokines. Cependant, des expériences 

supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer et de compléter ces résultats.  

Figure 29. RWE semble inhiber l’expression de p65 induite par un stress oxydant dans les cellules 

ARPE-19  

Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations d’extrait sec de vin rouge (Red wine extract : 

RWE ; 30; 50; 100 µg/mL) ou de resvératrol (RSV, 20 µM). Après 24 h, les cellules ont été traitées avec 

du peroxyde d’hydrogène (H2O2 ; 300 µM). (A) L’image est représentative de 2 expériences 

indépendantes.  (B) Les expressions des protéines ont été normalisées par rapport au contrôle de 

charge HSC70 et sont exprimées en unité arbitraire (u.a.). Les valeurs sont exprimées en valeur 

moyenne rapportée au contrôle ± SEM de 2 expériences indépendantes.  
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inflammatoires 

Les cellules de l’EPR ne sont pas les seules cellules influant sur l’inflammation rétinienne. 
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Ainsi, les précédents résultats (figure 7 de l’article Cornebise et al., 2023) montrent que RWE 

inhibe la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) dans les macrophages 

humains pro-inflammatoires. Afin de compléter cette étude des effets bénéfiques du RWE sur 

les cellules immunitaires, l’innocuité de l’extrait et du RSV seul a été vérifiée. Après 24 h de 

traitement, aucun impact n’a été observé sur la viabilité cellulaire (Figure 30). 

Figure 30. Mesure de l’innocuité de l’extrait sec de vin rouge (RWE) et du resvératrol (RSV) sur des 

monocytes humains 

Des monocytes humains ont été isolés à partir de cellules mononucléées du sang périphérique 

(PBMC) provenant de sang de patients sains. Après 6 jours de cultures, les monocytes ont été activés 

ou non en macrophages pro-inflammatoires avec du LPS (10 ng/mL) et de l’Interféron γ (INF γ 25 

ng/mL) durant 4h. A la fin du traitement, les cellules ont été traitées avec des concentrations 

croissantes (0; 1,9; 7,8; 15,6; 31,5; 62,5; 125; 250 µM) de (A) extrait sec de vin rouge (RWE) ou de (B) 

resvératrol (RSV) durant 20 h supplémentaires. Les résultats sont exprimés en pourcentages moyens 

rapportés aux cellules contrôles (traitées avec le solvant) ± SEM de trois expériences indépendantes. 

Les p-values ont été calculées par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été 

considérée comme significative, n.s. = non significatif.   

 

Comme décrit précédemment, le RWE peut prévenir la sécrétion de cytokine pro-

inflammatoire, IL-6 et IL-8 (cf figure 7 de l’article Cornebise et al., 2023). De plus, il prévient 

aussi l’expression d’ARNm de ces cytokines ainsi que l’expression d’ARNm de MCP-1 et ce 

de manière dose dépendante (Figure 31). De plus, si l’on compare son effet à celui du RSV seul 

on constate qu’il réduit de manière plus importante l’expression de ces cytokines pro-

inflammatoires. De plus, RWE augmente l’expression d’ARNm de l’interleukine anti-

inflammatoire (IL-10) (Figure 31). En effet, l’activation des macrophages en phénotype pro-

inflammatoire induit une diminution significative d’IL-10. RWE permet d’augmenter de 

manière dose dépendante cette expression. Le RSV seul n’est pas capable d’altérer l’expression 
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inflammatoires CD206, on observe que l’activation par le LPS diminue drastiquement son 

expression et que RWE est capable de prévenir cette diminution (Figure 31). Ainsi, il 

semblerait que RWE puisse non seulement prévenir l’augmentation de l’expression de 

cytokines pro-inflammatoire, mais aussi d’impacter des marqueurs anti-inflammatoires. 

Ainsi, un prétraitement avec du RWE pourrait prévenir le phénotype pro-inflammatoire des 

macrophages.  
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Figure 31.L’extrait sec de vin rouge prévient l’inflammation dans les macrophages pro-
inflammatoires. 

Des monocytes humains ont été isolés à partir de cellules mononucléées du sang périphérique 
(PBMC) provenant de sang de patients sains. Après 6 jours de cultures, les cellules ont été traitées 
avec différentes concentrations d’extrait sec de vin rouge (Red wine extract : RWE ; 30; 50; 100 µg/mL) 

ou de resvératrol (RSV, 20 µM). Après 24 h, les cellules ont été traitées avec du LPS (10 ng/mL) et de 
l’INFγ (25 ng/mL). Après 4h de stimulation, des différentes concentrations d’extrait sec de vin rouge 

(Red wine extract : RWE ; 30; 50; 100 µg/mL) ou de resvératrol (RSV, 20 µM) ont été ajouter aux 
milieux de culture. A la fin des traitements, l’expression d’ARNm a été mesurée par qPCR. Le gène 

L27 a été utilisé comme référence. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes rapportées aux 
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cellules contrôles (traitées avec le solvant) ± SEM de trois expériences indépendantes. Les p-values 

ont été calculées par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été considérée 

comme significative, n.s. = non significatif;**p<0,01; *** p<0,0001 valeurs comparées aux valeurs des 

cellules traitées avec le LPS et l’INFγ.  

 

 

Par la suite, nous nous sommes demandé si l’extrait sec de vin rouge était capable d’inhiber 

le phénotype pro-inflammatoire des macrophages ? C’est-à-dire est-ce que le RWE pourrait 

être efficace comme traitement curatif contre une inflammation déjà installée. Ainsi, les 

macrophages ont été dans un premier temps activés avec du LPS et de l’INFγ afin d’induire 

un phénotype pro-inflammatoire. Puis différentes concentrations de RWE ou de RSV ont été 

rajoutées dans le milieu de culture pour 24 h supplémentaires. A la fin du traitement, la 

sécrétion ainsi que l’expression de cytokines pro- et anti-inflammatoires ont été mesurées. 

RWE inhibe de manière dose dépendante la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 (Figure 32A). Cette 

inhibition est associée à une inhibition de l’expression d’ARNm d’IL-6, d’IL-8 ainsi que 

MCP-1. Si l’on regarde IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, on constate que ni RWE ni le 

RSV seul n’impactent son expression. De plus, le marqueur CD206 n’est pas non plus impacté 

par RWE et RSV. Ainsi, il semblerait que RWE puisse limiter l’inflammation via la 

diminution de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, il ne semble pas être capable 

d’induire des cytokines anti-inflammatoires lorsque les macrophages sont déjà activés en 

phénotype pro-inflammatoire.  

Ces résultats suggèrent que RWE pourrait réduire de manière indirecte l’inflammation au 

niveau de l’épithélium rétinien pigmentaire, mais aussi de manière plus directe sur les cellules 

de l’immunité (macrophages pro-inflammatoires). De plus, il semble être capable de prévenir 

l’inflammation, mais aussi de la diminuer lorsque celle-ci est déjà en place.  
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Figure 32.L’extrait sec de vin rouge inhibe l’inflammation dans les macrophages pro-
inflammatoires humains

Après 6 jours de cultures, les cellules ont été incubées avec du LPS (10 ng/mL) et de l’INFγ (25 ng/mL) 

afin de les polariser en macrophages pro-inflammatoires. Après 24 h, différentes concentrations
d’extrait sec de vin rouge (red wine extract : RWE (30; 50; 100 µg/mL) ou de RSV (20 µM) ont été ajoutés
dans les milieux de culture durant 24 h. (A) la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 a été mesurée par ELISA. Les 
résultats sont exprimés ± SEM de trois expériences indépendantes. (B) L’expression d’ARNm a été 

mesurée par qPCR. Le gène L27 a été utilisé comme référence. Les résultats sont exprimés en valeurs
moyennes rapportées aux cellules contrôles (traitées avec le solvant) ± SEM de trois expériences 
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indépendantes. Les p-values ont été calculées par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett. p-value 

≤ 0,05 a été considérée comme significative, n.s. = non significatif;**p<0,01; *** p<0,0001 valeurs 

comparées aux valeurs des cellules traitées avec le LPS et l’INFγ.  

 

D.4. Les cellules ARPE-19 “différenciées” 

La lignée cellulaire ARPE-19 indifférenciée est très largement utilisée afin d’étudier les 

maladies oculaires telles que la DMLA. En effet, elle fournit une alternative fiable à l’EPR natif 

(Dunn et al., 1996; Samuel et al., 2017). Cependant, lors des différents passages, les cellules 

ARPE-19 perdent une partie de leur phénotype, elles ne sont plus polarisées et l’expression de 

certains gènes tels que rpe65 et rlbp1 est très fortement diminuée. Ainsi, certaines études ont 

montré que certaines conditions de cultures cellulaires permettaient de différencier les 

cellules ARPE-19 afin de rétablir un phénotype fonctionnel et morphologique similaire à 

l’EPR physiologique (Dunn et al., 1996; Samuel et al., 2017). Nous avons donc voulu étudier 

l’effet du RWE ainsi que celui du RSV sur les cellules ARPE-19 lorsque celles-ci étaient 

différenciées. Ainsi, dans un premier temps, nous avons vérifié que les cellules ARPE-19 

cultivées à confluence durant 8 semaines dans un milieu réduit en sérum exprimaient de 

manière importante des gènes marqueurs du phénotype différencié à savoir rlbp1 et rpe65. On 

peut voir Figure 33 (A) que ces gènes sont très fortement exprimés dans les cellules 

différenciées comparativement aux cellules indifférenciées. Dans un second temps, l’innocuité 

du RWE et du RSV a été vérifiée dans ce modèle cellulaire. Après différenciation, les cellules 

ARPE-19 ont été traitées par des concentrations croissantes de RWE et de RSV allant de 0 à 250 

µg/mL.  Après 24 h et 48 h de traitement aucun impact n’a été observé sur la viabilité 

cellulaire (Figure 33).  
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Figure 33. Différenciation des cellules ARPE-19  

(A) Expression de gènes marqueurs de la différenciation des cellules ARPE-19. Les cellules ARPE-19 

ont été maintenues dans du milieu culture supplémenté avec 1 % de sérum de veau fœtal (SVF) 

durant 24h pour les cellules indifférenciées et 8 semaines pour les cellules différenciées. L’expression 

des gènes rlbp1 et rpe65 a ensuite été mesurée par qPCR. Les résultats sont rapportés à l’expression 

des cellules indifférenciées ± SD. Les p-values ont été calculées par un t-test. *** p<0,001. (B-C) Après 

2 mois de culture à confluence, les cellules ARPE-19 ont été traitées durant 24 et 48h avec des doses 

croissantes (0; 1,95; 3,9; 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250) de (B) RWE et de (C) RSV. Les valeurs sont 

exprimées en pourcentages moyens rapportés aux cellules contrôles ± SEM. Les p-values ont été 

calculées par un test ANOVA à un facteur. n.s. = non significatif. 
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Par la suite, nous avons souhaité vérifier le pouvoir anti-oxydant de l’extrait sec de vin rouge 

et du resvératrol sur les ARPE-19 lorsque ces dernières étaient différenciées. Pour cela, trois 

doses de RWE ont été choisies à savoir 30, 50, 100 µg/mL et une dose de RSV (20 µM). Celles-

ci sont les mêmes qui ont été utilisées sur les ARPE-19 indifférenciées dans les études 

précédentes.  

Afin d’étudier le caractère anti-oxydant du RWE et du RSV, nous avons cherché dans un 

premier temps à déterminer les doses de peroxyde d’hydrogène et d’AAPH capables d’induire 

des ERO dans les cellules ARPE-19 différenciées. La capacité de ces derniers à induire la d’ERO 

a été mesurée à l’aide d’une sonde fluorescente (DCFDA).  Nos résultats montrent que ni 

peroxyde d’hydrogène ni l’AAPH ne présentent d’effet cytotoxicité sur les cellules ARPE-

19 différenciées et ce même aux concentrations les plus élevées (Figure 34A,C). Néanmoins, 

ils induisent de manière dose dépendante la production ERO (Figure 34B,D). Afin d’étudier 

le caractère anti-oxydant du RWE, nous avons sélectionné une concentration de peroxyde 

d’hydrogène (3 mM) et une concentration d’AAPH (1,2 mM). Ces concentrations induisent 

une forte augmentation d’ERO (+900 % pour 3 mM d’H2O2 et + 1 100 % pour 1,2 mM d’AAPH). 

Ainsi, les cellules différenciées ont été traitées 24 h avec différentes concentrations de RWE 

(30, 50, 100 µM) ou avec 20 µM de RSV. Puis, la production d’ERO a été induite avec 3 mM de 

peroxyde d’hydrogène ou 1,2 mM d’AAPH. Comme attendu, on observe  Figure 34E,G que 

les différents traitements n’impactent par la viabilité cellulaire. Néanmoins, la production 

d’ERO est quant à elle altérée. Dans les deux cas, avec H2O2 et AAPH, on observe que 

l’induction de la production d’ERO est inhibé par RWE (Figure 34F,H). En effet, même à la 

concentration la plus faible, RWE permet le retour à un niveau basal d’ERO lorsque ces 

derniers sont induits par H2O2. Lorsque la production d’ERO est induite par AAPH, RWE 

inhibe leur production de manière dose dépendante. La dose la plus faible de RWE (30 µg) ne 

permet pas de diminuer les ERO. Néanmoins, les doses les plus fortes, RWE 50 et 100 µg, 

permettent de diminuer d’environ 40% et 64% la production d’ERO. Si l’on regarde l’effet du 

RSV seul, on constate que bien qu’il soit capable d’inhiber la production d’ERO induite par 

l’AAPH et par l’H2O2, son effet est dans les deux cas moins importants que l’effet du RWE.  

Ces résultats confirment le caractère anti-oxydant du RWE et corroborent les résultats 

obtenus sur les cellules ARPE-19 indifférenciées (Cornebise et al., 2023).  
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Figure 34. L’extrait sec de vin rouge prévient le stress oxydant dans les cellules ARPE-19 

différenciées 

Les cellules ARPE-19 ont été différenciées durant 8 semaines dans du milieu réduit en sérum (1%). 

(A-D) Les cellules ont été traitées avec des doses croissantes de (A,B) H2O2 (0; 0,3; 0,6; 1; 2 ; 3; 4; 10 

mM) ou (C,D) d’AAPH (2,20 -Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride ) (0,6 ; 1,2 ; 2,4 ; 4,8 ; 
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9,6 mM). Après 6h de traitement, les cellules ont été incubées avec la sonde DCFDA sensible aux 

espèces réactives de l’oxygène (ERO), (50 µM) durant 30 min. Après rinçage, la viabilité cellulaire a 

été mesurée par cristal violet (A,C) et les ERO ont été mesurés grâce à l’intensité de fluorescence de 

la sonde DCFDA (em/ex : 490/520) (B,D). Les résultats sont exprimés en pourcentages moyens 

rapportés aux cellules contrôles ± SEM. Les p-values ont été calculées par un test ANOVA suivi d’un 

test de Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été considérée comme significative, n.s. = non significatif ; **p< 0,01 ; 

*** p<0,001. (E-H) Les cellules ont été traitées avec différentes doses d’extrait sec de vin rouge (red 

wine extract : RWE; 30; 50; 100 µM) ou avec 20 µM de resvératrol (RSV). Après 24h de traitement, les 

cellules ont été incubées avec 50 µM de DCFDA durant 30min. Après rinçage, les cellules ont été 

traitées (E,F) avec de l’H2O2 (3mM) ou (G,H) avec de l’AAPH (1,2 mM) durant 6h. A la fin des 

traitements, la viabilité cellulaire a été mesurée par cristal violet (E,G) et l’intensité de fluorescence a 

été mesurée (em/ex : 490/520)(F,H). Les résultats sont exprimés en pourcentages moyens rapportés 

aux cellules contrôles ± SEM. Les p-values ont été calculées par un test ANOVA suivi d’un test de 

Dunnett. p-value ≤ 0,05 a été considérée comme significative, n.s. = non significatif, ***p< 0,001 

comparé aux valeurs des cellules traitées avec H2O2.  
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 La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) est la première cause de handicap visuelle 

dans les pays développés. Sa prévalence augmente considérablement avec l'âge, ce qui, 

combiné au vieillissement de la population mondiale, se traduit par une augmentation 

constante du nombre de personnes touchées par cette maladie. Ainsi, diminuer ou ralentir sa 

progression est devenu un enjeu majeur de santé publique. Des études épidémiologiques de 

grande ampleur ont permis de montrer que l’alimentation joue un rôle prépondérant dans la 

progression de cette maladie. Dans la majorité des cas, la DMLA est une maladie unilatérale 

(qui ne touche qu’un seul œil). Il a été montré qu’une alimentation riche en anti-oxydants et 

en oméga-3 permet de ralentir la progression de la maladie dans l’œil atteint et prévenir sa 

survenue dans l’œil sain. Dans ce contexte, nous avons axé notre étude sur les effets bénéfiques 

d’un cocktail riche en molécules anti-oxydante à savoir un extrait sec de vin rouge enrichi en 

polyphénols.  

 

Le caractère anti-angiogénique du RWE 

En condition basale  

La forme la plus sévère de la maladie est caractérisée par une néo-angiogenèse aberrante 

qui va venir perturber l’homéostasie de la rétine. Cette néo-angiogenèse induite par le facteur 

de croissance Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) mène à la formation de nouveaux 

vaisseaux au sein de la rétine. Le VEGF-A est la cible principale des traitements actuels qui 

visent à l’inhiber à l’aide d’anticorps bloquants injectés directement dans l’œil. Les traitements 

ne sont efficaces que lors de la phase active de la maladie, c’est-à-dire lors de la formation de 

nouveaux vaisseaux.  De plus, ces traitements sont très lourds pour les patients, certains vont 

présenter une résistance aux traitements. De nouvelles études se sont donc orientées sur des 

molécules connues dans le domaine de la santé qui pourraient être utilisées dans le cadre de 

la DMLA. Ainsi, les polyphénols, connus pour les activités pléiotropiques dans diverses 

maladies telles que le cancer, semblent être de bons candidats. En effet, le plus emblématique 

des polyphénols, le resvératrol (RVS), est bien connu pour ses bénéfices anti-angiogéniques 

dans le cadre du cancer notamment. Dans notre étude, nous avons utilisé un extrait sec de vin 

rouge enrichi en polyphénols contenant une part non négligeable de RSV. Nous nous sommes 

donc intéressés au caractère anti-angiogénique du RWE et nous avons pu montrer qu’il 

permettait de diminuer la sécrétion ainsi que la signalisation intracellulaire du VEGF-A 
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(Figure 35). Cette étude a été réalisée in vitro, dans une lignée cellulaire saine de l’épithélium 

pigmentaire rétinien (ARPE-19). Ainsi, le RWE semble prévenir l’angiogenèse dans les cellules 

saines, quand est-il lors que l’angiogenèse est induite ?  

 

En condition pathologique 

Afin de mimer la condition pathologique, nous avons utilisé du VEGF recombinant (rVEGF) 

afin d’induire la sécrétion du VEFG-A par les cellules ARPE-19. Nous avons pu montrer que 

même lors d’une induction, le RWE est capable de prévenir la sécrétion du VEGF-A. La 

signalisation cellulaire du VEGF-A débute par la phosphorylation de son récepteur (VEGF-

R2) qui induit une cascade de phosphorylation menant à l’augmentation transcriptionnelle du 

VEGF-A ainsi qu’à sa sécrétion. Nos résultats ont montré qu’en condition basale, RWE 

diminue l’expression protéique du récepteur VEGF-R2, mais aussi la phosphorylation de la 

tyrosine 951 de ce dernier. Etonnamment, nos résultats préliminaires montrent que le rVEGF 

induit l’expression de VEGF-R2, mais pas sa phosphorylation sur la tyrosine 951. VEGF-R2 

possède de nombreuses tyrosines pouvant être phosphorylées lors de sa liaison avec le VEGF-

A.  Ainsi, nous avons pu constater que rVEGF induisait la phosphorylation d’une autre 

tyrosine, la tyrosine 1054 du récepteur VEGF-R. La phosphorylation des tyrosines 951 (Y951) 

et 1054 (Y1054 vont toutes les deux activer la même cascade phosphorylation menant in fine à 

la production et sécrétion du VEGF-A (Figure 35). Néanmoins, la phosphorylation de Y10544 

augmente l’activité du récepteur (Wang et al., 2020), il serait donc intéressant de poursuivre 

nos investigations afin de vérifier que la phosphorylation de Y1054 induit la phosphorylation 

de protéines telles que ERK1/2 et MEK pour lesquelles nous avons montré que RWE diminuait 

leur phosphorylation en condition basale. Pour la suite de l’étude, il est primordial de vérifier 

le caractère anti-angiogénique du RWE in vivo. En effet, il est possible d’induire une 

angiogenèse au niveau de la rétine à l’aide d’impacts lasers sur la rétine. Nous pourrions donc 

impacter un seul œil afin de mimer une DMLA unilatérale avec un œil pathologique et un œil 

sain. Cela nous permettrait de vérifier que le RWE est anti-angiogénique en condition 

pathologique et que ses effets anti-angiogénique ne sont pas délétères dans un œil sain. Les 

précédents travaux de recherche de notre équipe ont permis de montrer qu’une 

supplémentation en resvératrol de 35 jours (14 jours en amont des impacts lasers puis durant 

21 jours post impacts lasers) permettait de réduire l’angiogenèse induite.  



Discussion et Perspectives 

207 

 

Le caractère anti-oxydant du RWE 

Les polyphénols sont principalement connus pour leur effet anti-oxydant. En effet, leur 

structure chimique leur permet de capter les radicaux libres et ainsi de diminuer le stress 

oxydant. Etonnamment, nos résultats ont montré qu’en condition non pathologique, le RWE 

n’affecte pas la quantité intracellulaire d’ERO. Cependant, en condition pathologique, le RWE 

diminue drastiquement les ERO. Nous avons montré que le RWE prévenait la production 

d’ERO induite dans les cellules ARPE-19 par du peroxyde d’hydrogène ou par de l’AAPH.  

Il est important de rappeler que bien que des niveaux élevés d’ERO soient délétères pour 

les cellules, un niveau modéré est qu’en a lui nécessaire dans la signalisation cellulaire (Migdal 

and Serres, 2011; Zuo et al., 2022). Ainsi, il semblerait que le RWE ne soit capable d’influer sur 

le stress oxydant qu’en condition pathologique et n’interfère pas avec la signalisation cellulaire 

physiologique.  

Nos résultats ont été obtenus dans une lignée cellulaire immortalisée issue d’un homme âgé 

de 19 ans. Bien que ce modèle     cellulaire soit couramment utilisé dans l’étude des maladies 

oculaires telles que la DMLA, il présente quelques désavantages. En effet, le vieillissement 

cellulaire impacte fortement la DMLA, il a notamment été montré que l’efficacité des défenses 

anti-oxydantes diminue avec l’âge (Barouki, 2006) et participe à l’augmentation du stress 

oxydant au sein de la rétine. Ainsi, il serait intéressant d’étudier l’effet du RWE sur le stress 

oxydant basal présent dans des cellules de cultures primaires d'épithélium pigmentaire 

rétinien (RPE) provenant de donneurs âgés (haRPE) (Fisher et al., 2022). De plus, nous 

pourrions compléter cette étude par la mesure de l’activité des enzymes anti-oxydantes telles 

que la superoxyde dismutase et la catalase. Au cours de ce projet, nous avons essayé de les 

mesurer néanmoins, nous ne sommes pas parvenus à montrer une modification de l’activité 

de ces enzymes, et ce malgré l’induction d’un stress oxydant important (Figure 36).  

Enfin, nous n’avons étudié le caractère anti-oxydant du RWE que dans un modèle in vitro, 

il conviendrait donc de confirmer ces résultats dans un modèle pré-clinique. Pour cela, nous 

pourrions supplémenter des souris avec du RWE durant plusieurs semaines avant de les 

exposer à une forte intensité lumineuse  afin d’induire des dommages à la rétine (Abokyi et 

al., 2020). Par ailleurs, un stress oxydant pourrait aussi être induit par de la fumée de cigarette 

(Abokyi et al., 2020; Hamilton et al., 2012), ainsi, nous pourrions étudier les effets protecteurs 
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du RWE. L’étude d’un stress oxydant induit par la fumée de cigarette est très intéressante, car 

les études AREDS ont montré qu’une supplémentation en bêta-carotène augmentait le risque 

de cancer du poumon chez les patients fumeurs. Ainsi, il serait important de vérifier que le 

RWE n’a pas le même effet délétère.  

 

Le caractère anti-inflammatoire du RWE 

L’inflammation et le stress oxydant sont deux processus intrinsèquement liés dans la 

pathologie de la DMLA. En effet, il a été montré que les dommages induits par un stress 

oxydant mènent à l’installation et au maintien d’un environnement pro-inflammatoire 

(Marazita et al., 2016). Ainsi, notre étude a permis de montrer que le RWE prévenait 

l’inflammation induite par un stress oxydant dans les cellules de l’EPR. Le RWE prévient la 

sécrétion d’interleukines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8). De plus, il permet aussi de 

prévenir l’expression de l’ARNm de MCP-1 qui est une chimiokine impliquée dans le 

recrutement des macrophages. En effet, les cellules de l’EPR peuvent sécréter MCP-1 afin de 

favoriser le recrutement de macrophages pro-inflammatoires au niveau de la rétine. Il a 

notamment été montré que les patients atteints de DMLA présentent une accumulation de 

macrophages au sein de la rétine ce qui participe au maintien d’un environnement pro-

inflammatoire. Dans ce contexte, nous avons étudié le cratère anti-inflammatoire du RWE sur 

des macrophages primaires humains de phénotypes pro-inflammatoires (M1). Nos résultats 

ont démontré que le RWE était capable de prévenir l’inflammation induite dans ces 

macrophages et même de réduire une inflammation déjà établie chez les macrophages pro-

inflammatoires. Nos résultats ont montré que le RWE pouvait altérer l’expression d’ARNm 

de marqueurs phénotypiques des macrophages pro- et anti-inflammatoire (macrophages de 

type M1 et M2), pour la suite de l’étude, il conviendrait de caractériser le phénotype des 

macrophages grâce à l’expression membranaire de ces marqueurs. Ainsi, cela permettrait de 

déterminer si le RWE est capable d’inverser le phénotype pro-inflammatoire en anti-

inflammatoire.  

Nos résultats ont été obtenus in vitro, nous avons pour projet d’étayer ces résultats en 

utilisant un modèle in vivo. Pour cela, nous avons supplémenté durant 42 jours des souris 

C57BL/J avec du RWE ou du RSV. Après 21 jours de supplémentation, une inflammation 

chronique a été induite durant 21 jours supplémentaires par des injections de LPS (Figure 38). 
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Pour la suite de l’étude, nous prévoyons d’analyser les taux de cytokines au niveau de la rétine 

afin de voir si le RWE est capable in vivo de diminuer l’inflammation.  Enfin, nous pourrions 

aussi envisager d’étudier l’effet anti-inflammatoire du RWE lorsqu’une inflammation est déjà 

établie. Pour cela, nous pourrions induire une inflammation chronique durant quelques jours 

avant de commencer la supplémentation des souris.  

 

RWE versus RSV  

Le resvératrol est l’un des polyphénols les plus emblématiques, il a notamment été 

beaucoup étudié dans le cancer où il a été montré qu’il possède un fort pouvoir anti-

angiogénique.  Pour la suite, des études menées dans le cadre de la DMLA ont permis de 

démontrer que ce polyphénol pouvait aussi être bénéfique dans des maladies oculaires 

(Delmas et al., 2021). Ainsi, nous avons utilisé, dans le cadre de notre étude, le resvératrol 

comme composé de référence afin de comparer ses effets à celui de notre extrait 

polyphénolique de vin rouge. Nos résultats mettent en avant que le RWE possède des effets 

supérieurs à ceux du resvératrol seul. Il est important de rappeler que dans notre étude, la 

quantité de resvératrol contenue dans l’extrait (20,5 nM pour la dose la plus forte) est très 

nettement inférieure à celle utilisée pour le resvératrol seul (20 µM). En outre, certaines études 

ont montré que le RSV pouvait agir en synergie avec d’autres polyphénols. Il a été démontré 

que l’activité synergique du resvératrol avec d’autres polyphénols pouvait être très efficace 

contre le stress oxydant et l’inflammation (58-61). Il a été démontré au niveau clinique que la 

synergie des polyphénols pouvait être utilisée dans la lutte contre le cancer. Les précédentes 

études de notre équipe de recherche ont mis en évidence que lorsque le RSV est utilisé avec 

deux autres polyphénols à savoir la quercétine et la catéchine, ils agissent en synergie et 

présentent un effet anti-tumoral synergique comparé à l’utilisation de polyphénol seul. Ces 

trois polyphénols étant dans le RWE, il serait intéressant de déterminer si ces trois composés 

agissent en synergie dans un contexte de DMLA. La composition polyphénolique des vins 

étant très variable en fonction des processus de vinification, des conditions climatiques, du 

cépage, de la région, des conditions de conservation, etc. Dans l’optique d’utiliser le RWE 

comme complément alimentaire, il serait intéressant d’identifier les polyphénols responsables 

de l’effet du RWE afin de créer une formulation avec ces derniers.  
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En parallèle des synergies des polyphénols présents dans le RWE, il est crucial d’étudier sa 

biodisponibilité avant d’envisager son utilisation dans le domaine clinique. En effet, bien que 

les polyphénols suscitent un fort intérêt dans le domaine de la santé, leur faible 

biodisponibilité constitue un frein majeur à leur utilisation en clinique. Les polyphénols et 

notamment le resvératrol présentent une faible biodisponibilité c’est-à-dire qu’un faible 

pourcentage de la molécule administrée est retrouvé dans la circulation générale. Deux 

processus physiologiques sont responsables de cette biodisponibilité, à savoir l’absorption 

intestinale et le métabolisme. La biodisponibilité des polyphénols est très variable en fonction 

de leur nature (Tableau 8). La diversité polyphénolique ainsi que les potentiels synergies des 

composés du RWE pourrait permettre de contrebalancer leur faible biodisponibilité et ainsi 

permettre de réduire les doses administrées. Néanmoins, il serait nécessaire de faire des 

analyses plus poussées afin de déterminer les doses nécessaires à une efficacité optimale dans 

le cadre de la DMLA. Il a été démontré qu’une supplémentation de 12 semaines avec 450 

mg/jour de resvératrol permettait de réduire la néoangiogenèse chez des patient atteint de 

DMLA (Lin et al., 2016). De plus, il a été montré que parfois les doses les plus faibles de RSV 

pouvaient avoir une efficacité supérieure aux doses les plus fortes (Cai et al., 2015). Cela peut 

s'expliquer par la capacité du resvératrol et de ses métabolites à s'accumuler dans les tissus. 

Ces métabolites peuvent être actifs (Aires et al., 2013) ou servir de réservoir de molécules de 

resvératrol grâce aux sulfates et aux glucuronides (Lin et al., 2012). Ainsi, il serait intéressant, 

dans le cadre de l’expérience in vivo décrite précédemment (Figure 38) de mesurer par CLHP 

les taux circulant de polyphénols dans le sang ainsi que ceux retrouvés au niveau de la rétine 

afin de déterminer une dose optimale de RWE permettant de protéger la rétine. De plus, si la 

synergie de certains composés du RWE est mise en évidence, il sera intéressant de regarder la 

biodisponibilité des molécules synergiques afin de pouvoir envisager une formulation 

administrée à homme.  

 

Formulation oméga-3 et anti-oxydants 

Les études cliniques de l’AREDS ont permis de montrer qu’une formulation riche en oméga-3 

était bénéfique dans la prévention de la DMLA. Ainsi, notre équipe de recherche s'est 

intéressée à une formulation contenant du resvératrol ainsi que des oméga-3 (Resvega ®). Les 

travaux de Courtaut et al., réalisés dans un modèle murin de néovascularisations 
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choroïdiennes ont montré que le Resvega® diminuait la formation de nouveaux vaisseaux, et 

ce de manière plus importante que le RSV seul utilisé à dose équivalente (Courtaut et al., 

2021a). De plus, ces travaux ont été complétés par une étude in vitro qui a montré que le 

Resvega® diminuait l’expression protéique de protéines clés impliquées dans la sécrétion de 

VEGF-A (Courtaut et al., 2021b). Ainsi, après l’étude et l’identification des composés 

responsables de l’action du RWE, il serait intéressant d’ajouter des oméga-3 à cette formulation 

et de comparer les effets de cette dernière à ceux du RWE seul.  

De plus, nos travaux ont aussi montré que le Resvega® pouvait prolonger les effets de 

l’avastin®. En effet, nous avons montré in vivo que le Resvega® pouvait prolonger la 

diminution de la sécrétion de VEGF-A induite par l’avastin et que cette diminution était 

accompagnée de la diminution l’expression de protéines clés impliquées dans la pathologie de 

la DMLA telles que p65 et p50 (Sghaier et al., 2022).  Etant donné que nous avons montré que 

le RWE pouvait aussi impacter p65, il serait intéressant de voir s’il est aussi capable de 

prolonger les effets de l’avastin® dans un premier temps in vitro dans les cellules ARPE-19 

puis dans un second temps dans un modèle murin de néovascularisation induite par impact 

laser. 

 

Conclusion  

Cette étude a mis en évidence qu’un extrait de vin rouge enrichi en polyphénols pouvait 

contrer les événements précoces de la dégénérescence maculaire liée à l'âge (DMLA), à savoir 

le stress oxydant, l’inflammation et l’angiogenèse dans un modèle in vitro de cellules de 

l’épithélium pigmentaire rétinien (ARPE-19). Les résultats de cette étude montrent qu’en 

condition basale le RWE inhibe la sécrétion ainsi que la voie de signalisation du facteur de 

croissance VEGF-A impliqué dans la DMLA néovasculaire (Figure 35). Ces résultats ont été 

confirmés en condition pathologique. Nous avons aussi montré que le RWE prévient le stress 

oxydant ainsi que ses dommages lorsque ce dernier est induit dans les cellules de l’EPR. De 

plus, nous avons aussi étudié le cratère anti-inflammatoire du RWE dans les cellules de l’EPR 

ainsi que dans des macrophages humains pro-inflammatoires. Ainsi, nous avons pu montrer 

que le RWE permettait non seulement de prévenir l’inflammation au sein des macrophages 

pro-inflammatoires, mais aussi de la diminuer lorsque celle-ci est déjà établie dans les cellules. 

Ces résultats in vitro sont prometteurs et ouvrent la voie à de futures études pré-cliniques sur 
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les bienfaits potentiels des polyphénols et de leurs métabolites dans la prévention et le 

ralentissement de la progression de la DMLA. 

Figure 35.Effet de l’extrait sec de vin rouge sur les cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien. 

En condition pathologique, l’extrait sec de vin rouge (Red wine extract : RWE) diminue la production 
d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) induite par un stress exogène et ainsi prévient les dommages 
à l’ADN ainsi que la phosphorylation de protéines clés impliquées dans la régulation des dommages 
à l’ADN. Le RWE prévient l’expression d’ARNm de cytokines (IL-6, IL-8, MCP-1 et VEGF-A) 
impliquées dans la physiopathologie de la DMLA. En condition basale, le RWE inhibe l’expression 

d’ARNm et la sécrétion de VEGF-A ainsi que sa voie de signalisation. (AAPH : 2,20 -Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride ; LPS : Lipopolysaccharide ; INF : Interféron ; VEGF-A : 
Vascular Endothelial Growth Factor ; VEGF-R2 : Vascular Endothelial Growth Factor receptor 2). 
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Annexe 1 : Mesure de l’activité enzymatique de la catalase et de la 

superoxide dismustase
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Figure 36.Mesure de l’activité enzymatique de la superoxyde dismutase et de la catalase dans les 
cellules ARPE-19
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(A-D) Les cellules ARPE-19 ont été traitées avec des concentrations croissantes de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2 : 0 ; 150 ; 300 ; 450 ; 600 µM) durant 1, 3, 6, 8, 16, 24, et 30 h (A,B) ou durant 30 

secondes, 1, 5, 10, 30, 45 min (C,D). (A-D) Les cellules ARPE-19 ont été traitées avec des 

concentrations croissantes de d’AAPH (0 ; 300; 600 ; 1200 µM) durant 1, 3, 6, 8, 16, 24, et 30 h (E,F) ou 

durant 30 secondes, 1, 5, 10, 30, 45 min (G,H). A la fin des traitements l’activité enzymatique de la 

catalase et de la superoxide dismutase ont été mesurées par fluorescence. Les résultats sont exprimés 

en valeur moyenne ±SEM de 3 expériences indépendantes.  
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Annexe 2 : Mesure de la viabilité cellulaire (MTS assay) 

Afin de confirmer les mesures de viabilité cellulaire réalisées par coloration au cristal violet, la 

viabilité cellulaire a été mesurée à l’aide d’un test MTS.  

Figure 37. Viabilité cellulaire mesurée par le test MTS  

Les cellules ARPE-19 ont été traitées 24 h avec une concentration croissante de RWE (30, 50, 100 

µg/mL), de RSV (20 µM) ou avec le véhicule. Les cellules ont ensuite été traitées durant 6 h avec les 

traitements suivants (A) au rVEGF (75 ng/mL) (B) LPS (100 µg/mL) et de l'IFN-γ (25 ng/mL), (C) H2O2 

(300 µM), (D) AAPH (600 µM). (E) Les cellules ARPE-19 ont été traitées 24 h avec des concentrations 

croissantes de RWE (30, 50, 100 µg/mL), de RSV (20 µM) ou avec le véhicule après 24 h de traitement 

au H2O2 (150 µM). A la fin des traitements, la viabilité cellulaire a été mesurée par le test MTS 

(Promega). Les résultats sont exprimés en valeur moyenne +/- SEM partir de 3 expériences 

indépendantes.  

0

50

100

150

   
 V

ia
bi

lit
é 

ce
llu

la
ir

e 
(%

)

rVEGF (75 ng/mL) - + + + + +

RWE (µg/mL) - - 30 50 100 -
RSV (µM) - - - - - 20

0

50

100

150

   
 V

ia
bi

lit
é 

ce
llu

la
ir

e 
(%

)

H2O2 (150 µM) - + + + + +

RWE (µg/mL) - - 30 50 100 -
RSV (µM) - - - - - 20

0

50

100

150

   
 V

ia
bi

lit
é 

ce
llu

la
ir

e 
(%

)

- + + + + +

RWE (µg/mL) - - 30 50 100 -
RSV (µM) - - - - - 20

H2O2 (300 µM)

0

50

100

150

   
V

ia
bi

lit
é 

ce
llu

la
ir

e 
(%

)

AAPH (600 µM) - + + + + +

RWE (µg/mL) - - 30 50 100 -
RSV (µM) - - - - - 20

0

50

100

150

   
 V

ia
bi

lit
é 

ce
llu

la
ir

e 
(%

)

- + + + + +

RWE (µg/mL) - - 30 50 100 -
RSV (µM) - - - - - 20

LPS (10 ng/mL)
IFN (25 ng/mL)

(A) (B)

(C) (D)

(E)



Annexes 

235 

Annexe 3 : Expérimentation in vivo 

Tous les animaux ont été nourris et maintenus en accord selon la FELASA (Federation for 

Laboratory Animal Science Associations) et le Guide du Comité d’Ethique de 

l’Expérimentation Animale (Université de Bourgogne-Franche-Comté, France) (Numéro 

d’Autorisation de projet utilisant des animaux à des fins scientifiques #39970-

2022122214245926 v2).  

 

Supplémentations et traitements  

Des souris femelles C57/BL6J âgées de 7 semaines ont été obtenues auprès des laboratoires 

Charles Rivers. Après réception, les souris ont été acclimatées durant une semaine avant le 

début des expérimentations. Les souris ont été réparties par groupe de traitements (10 souris 

par groupe, Tableau 6) afin d’avoir un groupe de traitement par cage. Le resvératrol et le RWE 

ont été dissous dans du DMSO afin de préparer des solutions mères à 182,4 mg/mL pour le 

resvératrol et 400 mg/mL pour le RWE. Ces solutions mères ont par la suite été diluées dans 

de l’huile de maïs afin d’avoir (pour une souris de 25g) 250 µL d’huile contenant 2,5 mg de 

RWE (équivalent à 100 mg/Kg) ou 114 µg (équivalent à 4,56 mg/Kg) de RSV ou la quantité 

équivalente de DMSO. Les supplémentations ont été administrées par gavage de manière 

journalière durant 42 jours. Après les pemiers 21 jours de supplémentation, des injections 

intrapéritonéales de LPS ont été administrées tous les deux jours en complément de la 

supplémentation pour 21 jours supplémentaires (Figure 38). Un suivi du poids des animaux a 

été réalisé 2 fois par semaine lors des 21 premiers jours de supplémentation puis 3 fois par 

semaine jusqu’à la fin de l’expérimentation.    

Tableau 6. Description des différents groupes de traitements  

Supplémentation Traitement 

DMSO (solvant) PBS (solvant) 

DMSO (solvant) LPS (300 µg/Kg/j) 

Extrait sec de vin rouge (100 

mg/Kg/j) 

LPS (300 µg/Kg/j) 

Resvératrol (4,56 mg/Kg/j) LPS (300 µg/Kg/j) 
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Figure 38. Plan chronologique des supplémentations et des traitements réalisés au cours de 

l’expérimentation in vivo 

 

Suivi du poids 

 

Figure 39. Suivie du poids des souris supplémentées avec de l’extrait sec de vin rouge ou du 

resvératrol  

Les souris C57BL/6j ont été supplémentées durant 42 jours avec de l’extrait sec de vin rouge (RWE ; 

100 mg/kg/j), avec du resvératrol (RSV ; 4,56 mg/Kg/j) ou avec le véhicule (contrôle solvant). Après 

21 jours de traitement, les souris ont reçu une injection intrapéritonéale de LPS (300 µg/Kg/j) tous les 

deux jours et ce jusqu’à la fin de la supplémentation. Les valeurs sont exprimées comme la valeur 

moyenne ± SEM (n=10).   
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Annexe 4 : Concentrations molaires des différents composants du 

RWE 

Tableau 7. Equivalences en µM des concentrations des différents constituants du RWE, correspondant 

aux concentrations de traitements (RWE 30, 50 et 100 µg/mL) 

    
RWE 30 µg/mL RWE 50 µg/mL RWE 100 

µg/mL 

  mg/g d'extrait Ecartype Concentrations équivalentes en µM 

Acides phénoliques 5,125033333 0,312489114       

  

Acide gallique 2,407165333 0,098658521 4,2449424E-07 7,0749040E-07 1,4149808E-06 
Acide caftarique 2,593417333 0,212497535 2,4918416E-07 4,1530693E-07 8,3061386E-07 

Acide caféique 0,124450667 0,001333059 2,0723357E-08 3,4538928E-08 6,9077857E-08 

Flavan-3-ols 3,777605333 0,11303737       

  

Catéchine 0,909881333 0,01609645 9,4041342E-08 1,5673557E-07 3,1347114E-07 
Epicatechine 0,333022667 0,018740346 3,4418576E-08 5,7364293E-08 1,1472859E-07 
Procyanidine B1 1,672489333 0,051785487 8,4398116E-08 1,4066353E-07 2,8132705E-07 
Procyanidine B2 0,499285333 0,009538886 2,5195223E-08 4,1992038E-08 8,3984076E-08 
Procyanidine B3 0,18766 0,004490856 9,4698066E-09 1,5783011E-08 3,1566022E-08 

Procyanidine B4 0,175266667 0,012385344 8,8444071E-09 1,4740678E-08 2,9481357E-08 

Flavonols 0,234866667 0,008637527       

  

Quercetine 0,196261333 0,008009241 1,9480935E-08 3,2468226E-08 6,4936451E-08 
Quercetine 3-
glucuronide 0,026977333 0,000424836 1,6917224E-09 2,8195373E-09 5,6390747E-09 

Quercetine 3-
rhamnoside 0,011628 0,00020345 7,7800080E-10 1,2966680E-09 2,5933360E-09 

Stilbenes 0,560926667 0,020076636       

  

c-Resvératrol 0,157010667 0,006700417 2,0636670E-08 3,4394451E-08 6,8788901E-08 
t-Resvératrol 0,046902667 0,002034775 6,1646440E-09 1,0274407E-08 2,0548813E-08 
C-Picéide 0,045781333 0,001383886 3,5182130E-09 5,8636884E-09 1,1727377E-08 
t-Picéide 0,012506667 0,000490426 9,6111481E-10 1,6018580E-09 3,2037160E-09 
t-Picéatanol 0,015308 0,00092509 1,8802611E-09 3,1337684E-09 6,2675369E-09 
c-E-viniférine 0,001209333 0,000273242 7,9823982E-11 1,3303997E-10 2,6607994E-10 
E-viniférine 0,006797333 0,000197315 4,4869848E-10 7,4783081E-10 1,4956616E-09 
w-viniférine 0,003570667 4,77214E-05 2,3570313E-10 3,9283854E-10 7,8567709E-10 
Pallidol 0,057369333 0,001616774 3,7870046E-09 6,3116744E-09 1,2623349E-08 
Parthenocissine 0,034785333 0,001777514 2,2960616E-09 3,8267693E-09 7,6535387E-09 

Isohopéaphenol 0,179685333 0,004629475 5,9439409E-09 9,9065682E-09 1,9813136E-08 

Anthocyanines 1,053611232 0,022986367       

  

Delphindine 3-
glucoside 0,144862361 0,00231157 8,6771640E-09 1,4461940E-08 2,8923880E-08 

Cyanidine 3-glucoside 0,005531417 0,00066672 3,4226240E-10 5,7043734E-10 1,1408747E-09 
Petunidine 3-
glucoside 0,073599644 0,005294567 4,2885237E-09 7,1475395E-09 1,4295079E-08 

Peonidine 3-glucoside 0,112014628 0,005607353 6,7362363E-09 1,1227061E-08 2,2454121E-08 
Malvidine 3-glucoside 0,717603182 0,009106157 4,0704297E-08 6,7840494E-08 1,3568099E-07 
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Annexe 5 : Biodisponibilité des polyphénols issu de vin rouge 

chez l’homme  

Tableau 8. Biodisponibilité des polyphénols du vin administrés par voie orale chez l’homme 

Composé Dose administrée C (µM) Référence 

Acide caféique 55 µg/Kg 0,084 (Caccetta et al., 2000) 

Acide caféique 0,9-2,7 0,007-0,03 (P. Simonetti et al., 2001a) 

Acide caféique 1,8 mg 0,04-0,06 (Paolo Simonetti et al., 

2001b) 

Acide gallique 4 mg 1,57 (Cartron et al., 2003) 

Acide gallique 47 µg/Kg 0,176 (Caccetta et al., 2000) 

Malvidine-3-glycoside 68 mg 0,0014 (Bub et al., 2001) 

Quercetine 4’glucoside 100 mg 4,5 (Graefe et al., 2001) 

Quercetine 8 ; 20 ; 50 mg 0,14 ; 0,22 ; 0,29 (Erlund et al., 2000) 

Quercetine 0,14 mg/Kg 0,15-0,42  (Goldberg et al., 2003) 

Catechine 35 mg 0,077  (Bell et al., 2000) 

Catechine 35 mg 0,091  (Donovan et al., 1999) 

Peonidine-3-glucoside 15 mg 0,008 (Garcia-Alonso et al., 2009) 

Malvidine-3-glucoside 80 mg 0,0042 (Garcia-Alonso et al., 2009) 

Resvératrol 25 mg 1,5-7,1 (Soleas et al., 2001a, 2001b) 

Resvératrol 25 mg/ 70 Kg 1,83-2,06 (Goldberg et al., 2003) 

Resvératrol 25 mg/ 70 Kg 2,15  (Walle et al., 2004) 
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Annexe 6 : Valorisations scientifiques  

 
Liste de publications  

Dans le cadre de la thèse 

❖ Cornebise C, Perus M, Hermetet F, Valls-Fonayet J, Richard T, Aires V†, Delmas D†. 

Red Wine Extract Prevents Oxidative Stress and Inflammation in ARPE-19 Retinal 

Cells. Cells 2023, 12, 1408. https://doi.org/10.3390/cells12101408 

 

❖ Cornebise C†, Courtaut F†, Taillandier-Coindard M, Valls-Fonayet J, Richard T, 

Monchaud D, Aires V, Delmas D. Red Wine Extract Inhibits VEGF Secretion and Its 

Signaling Pathway in Retinal ARPE-19 Cells to Potentially Disrupt AMD. Molecules. 

2020 Nov 27;25(23):5564. doi: 10.3390/molecules25235564. PMID: 33260857; PMCID: 

PMC7731402. 

 

❖ Delmas D, Cornebise C, Courtaut F, Xiao J, Aires V. New Highlights of Resveratrol: A 

Review of Properties against Ocular Diseases. Int J Mol Sci. 2021 Jan 28;22(3):1295. doi: 

10.3390/ijms22031295. PMID: 33525499; PMCID: PMC7865717. 

 

 

Autres publications 

❖ Barboura M, Cornebise C†, Hermetet F†, Guerrache A, Selmi M, Salek A, Chekir-

Ghedira L‡, Aires V‡, Delmas D‡. Tannic Acid, A Hydrolysable Tannin, Prevents 

Transforming Growth Factor-β-Induced Epithelial-Mesenchymal Transition to 

Counteract Colorectal Tumor Growth. Cells. 2022 Nov 17;11(22):3645. doi: 

10.3390/cells11223645. PMID: 36429073; PMCID: PMC9688195. 

 

❖ Sghaier R, Perus M, Cornebise C, Courtaut F, Scagliarini A, Olmiere C, Aires V, 

Hermetet F†, Delmas D†. Resvega, a Nutraceutical Preparation, Affects NFκB Pathway 

and Prolongs the Anti-VEGF Effect of Bevacizumab in Undifferentiated ARPE-19 

Retina Cells. Int J Mol Sci. 2022 Oct 3;23(19):11704. doi: 10.3390/ijms231911704. PMID: 

36233006; PMCID: PMC9569823 

 

❖ Courtaut F†, Scagliarini A†, Aires V†, Cornebise C, Pais de Barros JP, Olmiere C, 

Delmas D. VEGF-R2/Caveolin-1 Pathway of Undifferentiated ARPE-19 Retina Cells: A 

Potential Target as Anti-VEGF-A Therapy in Wet AMD by Resvega, an Omega-

https://doi.org/10.3390/cells12101408
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3/Polyphenol Combination. Int J Mol Sci. 2021 Jun 19;22(12):6590. doi: 

10.3390/ijms22126590. PMID: 34205419; PMCID: PMC8234996. 

 

Liste des communications affichées  

❖ Cornebise C, Courtaut F, Taillandier M, Valls Fonayet J, Tristan Richard T, Monchaud 

D, Aires V and Delmas D. « Red wine extract, a polyphenolic cocktail, could prevent 

age-related macular degeneration by inhibits VEGF secretion and its signaling 

pathway in human retinal cells. », The International Conference on Polyphenols and 

Health 10th, 20-23 Avril 2022, Londres, Royaume Uni – Poster 

 

❖ Cornebise C, Courtaut F, Taillandier M, Valls Fonayet J, Tristan Richard T, Monchaud 

D, Aires V and Delmas D, « Red wine extract and resveratrol from grapevines could 

counteract AMD by inhibiting angiogenesis promoted by VEGF pathway in human 

retinal cells » Wine Active Coumpounds, 29-30 Juin 2022, Dijon, France – Poster 

 

Financements et prix liés à la thèse  

❖ Bourse mobilité universitaire Nutrition méditerranéen et santé (NMS) 2022, pour 

assiter au congrès The International Conference on Polyphenols and Health 10th, 20-

23 Avril 2022, Londres, Royaume-Uni 

 

❖ Prix poster au congrès Wine Active Coumpounds, 29-30 Juin 2022, Dijon, France 
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Annexe 7 : Posters 
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Annexe 8 :  Article : Tannic Acid, A Hydrolysable Tannin, Prevents 

Transforming Growth Factor-β-Induced Epithelial-Mesenchymal 

Transition to Counteract Colorectal Tumor Growth 

 

Mahassen Barboura 1,2,3, Clarisse Cornebise 1,2,† , François Hermetet 1,2,† , 

Abderrahmane Guerrache 1,4 , Mouna Selmi 3 , Abir Salek 3 , Leila Chekir-

Ghedira 3,‡ ;Virginie Aires 1,2,‡ and Dominique Delmas 1,2,5,* ,‡  

 

1 UFR des Sciences de Santé, Université de Bourgogne, 21000 Dijon, France  

2 INSERM Research Center U1231—Cancer and Adaptive Immune Response Team, Bioactive 

Molecules and Health Research Group, 21000 Dijon, France  

3 Research Unit Bioactive Natural Products and Biotechnology UR17ES49, Faculty of Dental 

Medicine of Monastir, University of Monastir, Avicenne street, Monastir 5000, Tunisia 

4 INSERM Research Center U1231—DesCartes Team, 21000 Dijon, France  

5 Centre Anticancéreux Georges François Leclerc Center, 21000 Dijon, France  

* Correspondence: dominique.delmas@u-bourgogne.fr; Tel.: +33-380-39-32-26  

† These authors contributed equally to this work. 

 ‡ Senior authors coshared this work. 

 

 
Résumé : Malgré les avancées thérapeutiques réalisées dans la prise en charge des 

patients atteints de cancer colorectal (CCR), le pronostic à cinq ans reste mauvais. La 

résistance des cellules cancéreuses colorectales résulte en partie de leurs caractéristiques 

phénotypiques en lien avec la transition épithélial-mésenchymateuse (EMT). Dans la 

présente étude, nous avons exploré la capacité d'un polyphénol, l'acide tannique (AT), à 

contrer la prolifération et l'invasion des cellules CCR en altérant l'EMT. Nous avons mis 

en évidence que l’AT diminue la viabilité des cellules humaines de CCR (SW480 et 

SW620) et des cellules murines de CCR (CT26). De plus, l'AT inhibe leur adhésion en 

présence de composants de la matrice extracellulaire, en particulier en présence de 

collagène de type I et IV, et de fibronectine. En outre, ces propriétés ont été associées à la 

capacité de l’AT à perturber la migration et l'invasion des cellules CCR, qui sont induites 

par le transforming growth factor-β (TGF-β). Au niveau moléculaire, l’AT favorise 

l'inversion de la transition épithéliale-mésenchymateuse en réprimant les marqueurs 

mésenchymateux (Slug, Snail, ZEB1 et N-cadhérine) et en réexprimant les marqueurs 

épithéliaux (E-cadhérine et β-caténine). Ces effets pourraient résulter d'une perturbation 

de la voie de signalisation non canonique induite par le TGF-β1, où l’AT diminue 

fortement la phosphorylation de la kinase régulée par le signal extracellulaire ERK1/2, 

P38 et les protéines AKT qui sont bien connues pour contribuer à l'EMT, à la motilité 

cellulaire et à l'acquisition de propriétés invasives par les cellules tumorales. De manière 

très intéressante, notre étude préclinique menée sur des souris porteuses de cellules 

tumorales murines sous-cutanées du côlon (CT26) a montré que l’AT pouvait réduire de 

manière significative la vitesse de croissance des tumeurs. 

 

Mots clés : polyphénols, acide tannique, cancer colorectal, chimioprévention 
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Annexe 9 :  Article : Resvega, a Nutraceutical Preparation, Affects 

NFκB Pathway and Prolongs the Anti-VEGF Effect of 

Bevacizumab in Undifferentiated ARPE-19 Retina Cells 

 

Randa Sghaier1,2 Maude Perus1,2 Clarisse Cornebise1,2 Flavie Courtaut1,2 

Alessandra Scagliarini1,2 Céline Olmiere3 Virginie Aires1,2 François Hermetet1,2,† 

et Dominique Delmas1,2,4,*†5,* ,‡ 

 

1 UFR des Sciences de Santé, Université de Bourgogne, 21000 Dijon, France  

2 INSERM Research Center U1231—Cancer and Adaptive Immune Response Team, 

Bioactive Molecules and Health Research Group, 21000 Dijon, France  

3 Laboratoires Théa ®, 12 Rue Louis-Blériot, 63000 Clermont-Ferrand, France  

4 Centre Anticancéreux Georges François Leclerc Center, 21000 Dijon, France  

* Correspondence: dominique.delmas@u-bourgogne.fr; Tel.: +33-380-39-32-26  

† These authors contributed equally to this work 

 
Résumé : La dégénérescence maculaire liée à l'âge (DMLA) est une maladie oculaire 

irréversible qui affecte la rétine. Malgré les avancées thérapeutiques et l'utilisation 

d’anticorps dirigés contre le facteur de croissance VEGF-A, des mécanismes de résistance 

diminuent fortement leur efficacité. Dans cette étude, nous avons étudié si une 

formulation nutraceutique composée d'acides gras oméga-3 et de resvératrol, appelée 

Resvega®, était capable de perturber la sécrétion de VEGF-A dans les cellules rétiniennes 

humaines ARPE-19. Nous avons constaté que Resvega® inhibe la sécrétion de VEGF-A 

en diminuant les voies de signalisation PI3KAKT-mTOR et NFκB. Dans la voie de 

signalisation NFκB, le Resvega® inhibe la phosphorylation de l'inhibiteur de NFκB, IκB, 

qui peut lier les dimères de NFκB et les séquestrer dans le cytoplasme. Ainsi, les sous-

unités NFκB ne peuvent pas migrer vers le noyau où elles se lient normalement à l’ADN 

et stimulent la transcription de gènes cibles tels que le VEGF-A. Le complexe IκB kinase 

(IKK) est également affecté par Resvega® puisque la formulation nutraceutique diminue 

à la fois les sous-unités IKKα et IKKβ et la sous-unité IKKγ qui sont nécessaires à la 

stimulation de l'IKK. De manière très intéressante, nous avons mis en évidence que 

Resvega® pourrait prolonger l'effet anti-angiogénique d'Avastin®, qui est un agent anti-

VEGF généralement utilisé dans la pratique clinique. Nos résultats suggèrent que 

Resvega® pourrait avoir un intérêt potentiel en tant que supplémentation nutritionnelle 

contre la DMLA. 

  

Mots clés : DMLA, angiogenèse, maladies oculaires, anti-VEGF, oméga-3, 

resvératrol.  
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Annexe 10 :  Article :VEGF-R2/Caveolin-1 Pathway of 

Undifferentiated ARPE-19 Retina Cells: A Potential Target as Anti-

VEGF-A Therapy in Wet AMD by Resvega, an Omega-

3/Polyphenol Combination 
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3 Lipidomic Analytical Platform, 21000 Dijon, France 
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celine.olmiere@theaopeninnovation.com  

5 Centre Anticancéreux Georges François Leclerc Center, 21000 Dijon, France  

* Correspondence: dominique.delmas@u-bourgogne.fr; Tel.: +33-380-39-32-26  

† These authors contributed equally of this work 

 

 
Résumé : La dégénérescence maculaire liée à l'âge (DMLA) est l'une des principales 

causes de handicap visuel chez les adultes âgés de 55 ans et plus. Malgré les thérapies 

actuelles, la progression de la maladie est souvent observée sans inversion de la qualité 

de la vision. Dans cette étude, nous avons cherché à savoir si, dans les cellules rétiniennes 

ARPE-19 indifférenciées, la voie du récepteurs du VEGF (VEGF-R)/caveoline-1 (Cav-1) 

pouvait être altérée. Nous soulignons que Resvega®, une combinaison d’acides gras 

oméga-3 et d’un anti-oxydant, le resvératrol, inhibe la sécrétion de VEGF-A in vitro en 

perturbant la dissociation du complexe VEGF-R2/Cav-1 dans les radaux lipidiques et  

empêche par la suite l'activation des MAPK. En outre, l'analyse ChIP de l'ADN révèle 

que cette combinaison empêche l'interaction entre AP-1 et les promoteurs des gènes vegf-

a et vegf-r2. Par ces voies, Resvega pourrait présenter un intérêt potentiel en tant que 

complément nutritionnel contre la DMLA. 

  

Mots clés : DMLA, angiogenèse, maladies oculaires, VEGF, Récepteur au VEGF, 

oméga-3, resvératrol.  
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Titre : Polyphénols de la vigne et du vin et dégénérescence maculaire liée à l’âge 
 
Mots clés : Polyphénols, extrait sec de vin rouge, resvératrol, DMLA, maladies oculaires 
 
Résumé : La dégénérescence maculaire liée 
à l'âge (DMLA) constitue la première cause 
de handicap visuel dans les pays 
industrialisés. Bien que les traitements 
actuels se focalisent sur les stades avancés 
de la maladie, des études récentes mettent en 
évidence l'importance des traitements 
préventifs et d’une alimentation riche en 
anti-oxydants pour prévenir l’apparition de 
la maladie. Cette thèse a pour objectif 
d'évaluer les propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et anti-angiogéniques d'un 
cocktail polyphénolique, à savoir un extrait 
sec de vin rouge (RWE) ainsi qu’une d’un 
polyphénol seul, le resvératrol (RSV). Les 
résultats de cette étude ont démontré que le 
RWE prévenait la sécrétion et la voie de 
signalisation du facteur de croissance  

endothéliale VEGF-A, impliqué dans la néo-
angiogenèse caractéristique de la forme la 
plus sévère de la DMLA.  De plus, cette 
thèse a mis en évidence les effets protecteurs 
du RWE sur les événements précoces et 
initiateurs de la maladie. En effet, le 
caractère anti-oxydant du RWE permet non 
seulement de diminuer le stress oxydant, 
mais aussi de prévenir leurs dommages dans 
les cellules rétiniennes. Par ailleurs, le RWE 
a montré un fort pouvoir anti-inflammatoire 
dans les cellules rétiniennes, et aussi dans les 
cellules immunitaires. Enfin, les résultats de 
cette étude ont permis de montrer que les 
caractères pléiotropiques du RWE sont 
supérieurs à ceux du RSV seul. Ces résultats 
prometteurs soulignent l’intérêt des 
polyphénols dans la lutte contre la DMLA.   
 

Title : Vine and wine polyphenols and age-related macular degeneration  
 
Keywords : polyphenols, red wine extract, resvetarol, AMD, ocular diseases  

Résumé : Age-related macular 

degeneration (AMD) is the leading cause of 

visual impairment in industrialized 

countries. Ours days, treatments target 

advanced stages of the disease. However, 

recent studies highlight the importance of 

preventive treatments and an antioxidant-

rich diet in order to prevent the disease. The 

aim of this thesis was to evaluate the anti-

oxidant, anti-inflammatory and anti-

angiogenic properties of a polyphenolic 

cocktail, a red wine dry extract (RWE) and a 

polyphenol, resveratrol (RSV). The results 

of this study demonstrated that RWE 

prevented the secretion and the signaling 

pathway of the endothelial  

 growth factor VEGF-A, involved in the 

neo-angiogenesis characteristic of the most 

severe form of AMD.  In addition, this thesis 

highlighted the protective effects of RWE on 

early, disease-initiating events. RWE's anti-

oxidant properties not only reduces 

oxidative stress, but also prevents their 

damage on retinal cells. In addition, RWE 

showed strong anti-inflammatory 

properties in retinal cells, as well as in 

immune cells. Finally, the results of this 

study showed that the properties of RWE 

were superior to those of RSV alone. These 

promising results underline the value of 

polyphenols cocktails in the fight against 

AMD. 

 
 

 
 




