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Résumé

Une énorme quantité de déchets est générée par les industries viticoles, notamment le marc
de raisin. L huile de pépin de raisin (HPR) est alors obtenue a partir de pépins de raisin de ces
déchets. Elle est riche en nutriments ayant une grande valeur nutritionnelle et médicinale et a
un potentiel antioxydant élevé comprenant la protection contre les dommages oxydatifs dans
les cellules. En effet, notre étude a été effectuée in vitro sur les lymphocytes humains dans le
but d’évaluer I’activité antioxydante de I’HPR et de doser quelques paramétres du stress
oxydatif. Le but de ce travail était de modéliser une concentration de I’HPR pour avoir un
pouvoir antioxydant considérable. Nos résultats ont montré que L’HPR présente une activité
antioxydante, a réduit la LDH et a diminué de maniére significative les niveaux de MDA, des
PCAR, et a amélioré l'activité¢ des enzymes antioxydantes telles le GSH et CAT. Il parait
intéressant d’effectuer des études in vivo sur les rats par exemple On peut facilement provoquer

les différentes pathologies et évaluer I’activité¢ de ’HPR administrée a différentes doses.

Mots clés : Huile de pépins de raisin, stress oxydatif, activité antioxydante, lymphocytes.



Abstract

A huge amount of waste is generated by the wine industries, especially grape pomace.
Grapeseed oil (HPR) is then obtained from grape seeds from this waste. It is rich in nutrients with
great nutritional and medicinal value and has high antioxidant potential including protection against
oxidative damage in cells. Indeed, our study was carried out in vitro on human lymphocytes in order
to evaluate the antioxidant activity of HPR and to measure some parameters of oxidative stress. The
aim of this work was to model a concentration of HPR to have considerable antioxidant power. Our
results showed that HPR exhibits antioxidant activity, reduced LDH and significantly decreased
levels of MDA, PCARs, and enhanced the activity of antioxidant enzymes such as GSH and CAT.
It seems interesting to carry out in vivo studies on rats, for example. We can easily induce the various

pathologies and evaluate the activity of the PRH administered at different doses.

Keywords: Grapeseed oil, oxidative stress, antioxidant activity, lymphocytes.
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INTRODUCTION



De nombreuses activités industrielles génerent des effluents et des déchets colossaux qui
doivent étre traités. Certaines industries produisent des résidus avec une forte teneur en matiére

organique, notamment les industries agricoles et alimentaires.

L'utilisation des déchets agro-industriels est un excellent moyen de valoriser les industries
de production et de transformation des cultures, avec I'avantage supplémentaire de réduire les

problémes et leur élimination (Lutterod et al., 2011).

La récupération de composés précieux a partir de déchets alimentaires comme les grignons
de raisin sont un probleme émergent du secteur alimentaire. Le marc de raisin peut étre
considéré comme un déchet solide important produit par l'industrie vinicole apres le processus
de pressurage et de fermentation. Les déchets produits par l'industrie vinicole causent la
pollution, des difficultés d'élimination et de gestion, ainsi que des pertes économiques (Talat

et al., 2021).

Le marc de raisin est le principal sous-produit de la transformation du raisin industriel telle
que la production de jus de raisin et du vin. Les études ont montré que le marc représente, en

général, 20 a 30% de la valeur initiale du poids du raisin (Dwyer et al., 2014).

Le marc de raisin est constitué de peau, de pulpe, de pépins, et de tiges. Il est jeté par les
industries. Ces résidus agro-industriels ne sont pas seulement une perte, mais aussi une cause
de la pollution de I’environnement s’ils ne sont pas correctement éliminés (Pascariu et al.,

2017).

Les pépins de raisin (PR) représentent 38% a 52% du marc de raisin, sur une base de
maticre séche, étant caractérisé comme un complexe matrice composé d'environ 40% de fibres,
16% d'huile, 11% de protéines, et d'autres composants y compris les composés phénoliques, les

sucres et les minéraux (Ovcharova et al., 2016 ; Campos et al., 2008).

La superficie viticole mondiale est de 7,4 millions d’hectares (ha) avec une production de

I’ordre de 78 millions de tonnes, dont 5,6 millions de quintaux par an émanant des usines



algériennes. A noter que 88% de la production représente les raisins de table et seulement 12%
pour les raisins de transformation, ce qui permet une consommation de 11,3 kg de raisin par
habitant/ an, avec un total de 96 variétés homologuée dont 55 variétés de table, 31 variétés de

transformation, 05 variétés viticole de séchage et 10 variétés de portes greffes (MADRP, 2018).

La superficie viticole d’ AinTémouchent est de 1.400 ha, elle représente 2% de la superficie
de I’Algérie qui est estimée 4 69642 ha, le rendement a ha se situe entre 250a 400 quintaux

annuellement (Dsa, 2018).

L'huile de pépins de raisin (HPR), riche en composés phénoliques, en acides gras et en
vitamines, a des propriétés bénéfiques, principalement détectées par des études in vitro. Ses
effets bénéfiques comprennent la modulation de l'expression enzymatique antioxydante, la
protection contre les dommages oxydatifs dans les cellules, les effets anti-inflammatoires,

antibactériens et la protection contre certaines maladies (Garavalia et al., 2016).

Le rendement en huile dépend de la technique d'extraction, du type de solvant et des
conditions d'exploitation utilisées, de la variété des cultivars et des facteurs environnementaux

pendant I'année de récolte (Duba et al., 2015).

Dans cette optique, nous nous sommes intéresséesa I’huile de pépins de raisin. L’objectif
de notre présente étude était d’évaluer I’activité antioxydante sur les lymphocytes T humains
afin de déterminer la concentration optimale d’HPR qui permet de réduire les marqueurs
d’oxydation lymphocytaires et d’augmenter la capacité des lymphocytes a se défendre contre

le stress oxydatif.



Etat Actuel du Sujet



1. Généralités

La vigne est 1'une des plantes les plus anciennes, elle existe dans de nombreuses régions du
monde depuis des milliers d'années et se présente principalement sous la forme de vignes a

vrilles plutot que d'arbres traditionnels (Botineau, 2006).

Le raisin (Vitis vinifera), fruit de la vigne est I'un des fruits les plus consommeés au monde,
principalement sous forme de jus et de vin. Environ mille especes de raisins rouges et blancs

sont cultivées dans le monde entier (Haseebet al., 2019).

Le raisin se présente sous la forme de grappes qui sont constituées de deux parties : la rafle,
qui en est la charpente et le fruit dit grain ou baie de raisin (figurel et figure2).Cette dernicre

se compose de trois constituants : la pellicule, la pulpe et les pépins de raisin.

En général, la rafle représente de 3 a 6% de la grappe miire, la baie en constitue de 94 a 97%,
la pulpe représente 75 a 85% du poids des baies, les pellicules de 15 a 20% et les pépins de 3 a
6% (voir tableau 1) (Rombaut, 2013).

Classification :

Reégne : Plante

Embranchement : Spermatophytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Ordre : Vitales

Famille : Vitaceae

Genre : Vitis

Espece : Vitis vinifera (Linn ,2016).
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Tableau 1: Composition des différentes parties du raisin (Toussaint,2001).

Partie Composition
La rafle Eau, tanins, acides
La pellicule Matiéres colorantes, vitamines
La pruine Réserve des ferments
La pulpe Eau, sucre, acide
Les pépins Matiéres oléagineuses (huile)

Le raisin est depuis longtemps réputé pour son action favorable sur la santé grace a son
contenu en vitamines, acides organiques, polyphénols (PP), minéraux et sucres facilement

assimilables (Demelin, 2012).

En effet, ces propriétés nutritionnelles font de lui un produit de renommée mondiale qu’il
soit consommé sous sa forme naturelle (fruits crus et séchés) ou pressé sous forme de vin dont
les sous-produits sont transformés en dérivés pharmaceutiques, tels que les extraits d’écorces
et de graines. Par exemple, I’extrait de pépin de raisin (aqueux ou alcoolis¢) a un fort potentiel
antioxydant, ses effets bénéfiques comprennent la modulation de I’expression des enzymes
antioxydantes, la protection contre les dommages oxydatifs dans les cellules, les effets anti-
athérosclérotiques et anti-inflammatoires (Al) et la protection contre certains types de cancers

(Wen et al., 2016 ; Bail et al., 2008).



2. L’huile de pépin de raisin :

Les PR représentent 3 % du poids de la grappe. Ils devraient étre au nombre de 4 par baie.
Cependant dans les raisins d'une méme grappe, leur nombre est variable, suite a des non-
fécondations. IIs ont une forte charpente de cellulose et contiennent 5 a 8 % de tanins. Ils ont

des gotts grossiers et ils contiennent entre 8 a 20 % d'huile (base séche) (Rombaut et al., 2015).

Les PR font partie des graines albuminées. Chaque pépin est composé d’un embryon
entouré d’un albumen. L’ensemble des trois parties du tégument (interne, intermédiaire et
externe) (Figure 3) constitue la coque ligneuse du pépin, entourant 1’albumen. Enfin, une fine
cuticule constitue la derniére assise cellulaire du pépin. La couleur des pépins évolue du vert au
marron au cours de leur développement (Cadot et al., 2006). Les modifications de couleur des
pépins seraient dues a I’oxydation de composés phénoliques présents dans le tégument et
chaque ¢élément qui compose le PR renferme des substances indispensables et complémentaires

(tableau 2).

A T’exception des polysaccharides qui se répartissent dans tous les tissus du pépin, les
autres composés ont des localisations tissulaires spécifiques ; par exemple, les protéines sont

exclusivement localisées dans 1’albumen, de méme que les lipides.

L’huile est localisée dans 1’albumen des pépins et posséde une répartition spécifique d’acides

gras, a dominante linoléique (Lutterodt et al., 2011 ; Pardo et al., 2009).

Les PR contiennent les plus grandes quantités de phénoliques et de flavonoides, ce qu’on
appelle les oligoméres proanthocyanidines (OPC). IIs sont cinquante fois plus efficaces que les
vitamines E et vingt fois plus que la vitamine C et ont un effet antioxydant grace a leurs
composés PP comme la catéchine, 1'épicatéchine, I'acide chlorogénique et la rutine. IIs montrent

¢galement un effet antimicrobien (Mirkarimi., 2013 ; Adamez et al.,2012 ;Butkhup, 2010).



Tableau 2 : Composition biochimique des pépins en pourcentage de poids frais

(Cabanis et al., 1998).

i Teneurs exprimées en
Composé
pourcentage

Eau 25 -45%
Glucides 34 -36%
Lipides 13 -20%
Polyphénols (tanins) 4-6,5%
Matieres azotées 4-10%

Minéraux 2-4%

Testa (Ta) , enveloppe externe du tégument externe

Tegmen (Teg), enveloppe interne du tégument externe

Tégument interne (Ti)

Albumen (A)

Embryon (E)

Cuticule (Q)

Figure 3: Représentation schématique d'une coupe de pépin de raisin a maturité, A

coupe longitudinale, B coupe transversale Schéma adapté de (Pacottet, 2012).



L’huile de pépin de raisin (HPR) provient uniquement de 1’extraction de ses grains. Elle est
obtenue a partir de pépins nettoyés et séchés qui permettent de conserver les produits puis ils
sont broy¢€s jusqu’a I’obtention d’une poudre. Pressés a froid, les pépins libérent la moiti¢ de
leur contenance en huile ce qui correspond a 5 et 10% du poids total du pépin. A 1 hectolitre

de vin produit, correspond une quantité de pépins susceptible de fournir 0,5 litre d'huile.

On trouve les PR principalement dans le marc de raisin dont le séchage s’effectue a des
températures élevées a 700°C, ou sur les pépins a des températures moins élevées (38°C-
140°C). Dans tous les cas, le pépin ne doit pas étre altéré par la chaleur (Ouradou, 1998 ;

Buchter-Weisbrodt, 2004 ; Boismoreau, 2005).

Son extraction est 1'une des étapes la plus importante de I'identification, de l'isolement et de
la récupération des composants des déchets des produits de la cave, car il n'existe pas de

méthodes d'extraction standard.

Les méthodes d'extraction sont divisées en deux catégories, conventionnelles ou

traditionnelles et non conventionnelles.

Les méthodes traditionnelles utilisées pendant une trés longue période comprennent
l'extraction solide-liquide (ESL) ou soxhlet, la macération et 1'extraction par reflux, etc (Wang
et Weller, 2006). Dans celles-ci une grande quantité de solvant organique (hexane) est
nécessaire. L'ébullition est aussi nécessaire, ce qui entraine la perte de composants comme les

PP (Fontana et al., 2013).

En raison de certains inconvénients, il était nécessaire de développer de nouvelles méthodes

considérées comme des méthodes d'extraction non conventionnelles.

Elles comprennent des techniques telles que l'extraction de fluide supercritique (EFS),
l'extraction assistée par ultrasons (EAU), l'extraction par liquide sous pression (ELP) également

connue sous le nom d'extraction accélérée par solvant (ESA) et I'extraction assistée par micro-



ondes (EAM). Ces techniques nécessitent une courte durée d'extraction d'environ 1 a 60 min et

moins de solvant (Tatke et Rajan, 2014 ; Sanchez et al., 2016).

L'EFS est une toute nouvelle méthode, caractérisée par l'utilisation de fluides supercritiques
(Bubalo et al., 2018). Le solvant le plus utilisé est le dioxyde de carbone supercritique (SC-
CO2). De plus, il peut étre également utilis¢é pour la récupération par volatilisation de

composants liquides/solides (Ameer et al., 2017, Santos et al., 2017).

La méthode de ’EAU a ¢été utilisée pour l'extraction d'anthocyanines, de phénols et

d'antioxydants a partir de pépins de raisin (Ghafoor et al., 2009).

L’EAM est une technique efficace qui permet de convertir I'énergie électro- -magnétique en
énergie thermique (Radojkovic,2018). Elle a également été¢ utilisée pour I'extraction
d'antioxydants naturels des sarments de la vigne ayant obtenu un rendement beaucoup plus
¢levé que celui obtenu par d'autres extractions conventionnelles (Moreira et al., 2018).
L'utilisation de MAE a également été effectuée comme prétraitement pour les méthodes

conventionnelles d'extraction afin d'augmenter le rendement (Romero-Diez et al., 2019).

Les protocoles d'extraction de I'huile peuvent améliorer les conditions pour augmenter les

rendements en phénols (Maieret al., 2009).

La faible solubilit¢ de l'huile claire (filtrée) dans la production de I’HPR pourrait étre
attribuée a la nature hydrophile des PP dans I'huile (Rombaut et al., 2015). En ce qui concerne
la composition en acides gras (AG), l'acide linoléique (ALI) appartient au groupe des AG
polyinsaturés (AGPI) la plus abondante dans les HPR (Shinagawa et al., 2015 ; Lutterodt et
al,, 2011).



Tableau 3:: composition en acide gras de I’huile de pépin de raisin (Orsavova et al.,

2015) ; (Monserrat et al., 2014).

Nom commun de ’acide Nomenclature , ..
. . Répartition (%)
gras biochimique
Acide palmatique C16 :0 7-9
Acide stéarique C18:0 2-6
Acide oléique C18 :1 cis (n-9) 13-24
Acide linoléique C18 :2 cis (n-6) 60 — 75
Acide a — linoléique C18 :3 (n-3) 0-2
Acide arachidique C20:0
0,15-0,59
Acide arachidonique C20:4

L'acide ol¢ique, un AG monoinsaturé (AGMI), se trouve également en grande partie dans
I'HPR, et les acides gras saturés (AGS) sont présents en plus petites quantités. Chaque cépage et

son huile ont une composition d’AG différente ; (tableau3) (Shinagawa et al.,2015).

L'HPR contient une grande quantité de composés phénoliques, y compris les flavonoides,
les caroténoides, les acides phénoliques, les tanins et les stilbénes (Duba et al., 2015). Il
contient également l'acide gallique, la catéchine, 1'épicathecine, les OPC et les trans-résvératrol
qui sont connus pour leurs bioactivités antioxydantes et ont été signalés comme étant impliqués
dans un large éventail d'activités biologiques. Ils sont surtout connus pour leurs propriétés

antioxydantes et sont aussi responsables de la stabilité des huiles en empéchant leur oxydation
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et contribuent également a améliorer la valeur nutritionnelle et la qualité des huiles comestibles

(Rombaut et al., 2015).

L’HPR est principalement utilisée pour sa valeur nutritionnelle et ses caractéristiques
diététiques. Elle peut empécher la formation de 1ésions athéroscléreuses et réduire le cholestérol
et les lipides sanguins. En raison de sa teneur élevée en vitamine E polyinsaturée, OPC et AG,
elle est aussi utilisée dans le domaine de la beauté pour protéger la peau et d’améliorer sa
structure, de resserrer les tissus et de guérir les fissures. En agissant sur les radicaux libres, le
vieillissement prématuré des cellules peut étre évité : ce qui peut retarder I’apparition des rides
et combattre le relachement cutané (Bruneton, 2009 ;Boismoreau, 2005 ; Buchter-

Weisbrodt, 2004 ;Ouradou, 1998).
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3. Le stress oxydatif

Le stress oxydant (SO) correspond a un déséquilibre entre le niveau de production des
especes réactives de 1’oxygene (ERO) et la capacité des cellules a les neutraliser par leurs

systémes de défense antioxydant (figure 4) (Moniczewskiet al., 2015 ; Perssonet al., 2014).

Ce SO peut causer des dommages oxydatifs au niveau des macromolécules biologiques
importantes telles que les acides nucléiques, des lipides et les protéines cellulaires (Pisoschi et
Pop, 2015; Smagaet al., 2015). Chez ’homme, le SO est responsable de I’inflammation et de
nombreuses pathologies notamment la maladie d’ Alzheimer, de parkinson, de I’athérosclérose

et du cancer (Berger,2006).

Donc, pour lutter contre ce SO les cellules doivent étre dotées d’un systéme d’antioxydant

(Cardin, 2008 ; Kardehet al., 2014).

cellule attaquee cellule avec
cellule normale par des radicaux stress oxydatif

Figure 4: ’effet du stress oxydatif sur la cellule (Benjamin, 2014).
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Les ERO, pouvant étre de nature radicalaire ou non sont produites naturellement par le
métabolisme cellulaire, ces espéces sont des sous-produits toxiques du métabolisme normal de

I’oxygene (Migdal et Serres, 2011).

Ces ERO sont générées lors des processus aérobies mais aussi lors d’une pratique physique
intense ou suite a une exposition a certaines substances chimiques (toxines, polluants) ou a des

radiations (UV) (Poljsak et Milisav, 2013).

Ces ERO, sont aussi produites lors de la réaction de réduction de la molécule d’oxygene
(O2) en molécule d’eau (H>O) pendant le processus respiratoire. En effet, O> est réduit,
progressivement, en acceptant les électrons un & un, conduisant a la formation d’une série

d’espéces réactive intermédiaires (Pisoschi et Pop, 2015).

En premier lieu, la réduction de IO, conduit a la formation de 1’anion superoxyde (O2),
ensuite, 1’0O2” va subir une dismutation sous I’action du superoxyde dismutase (SOD), qui est
une enzyme antioxydane, pour former le peroxyde d'hydrogene (H20O>). La catalase (CAT) est
une enzyme antioxydante qui va détoxiquer ’H>O; en le transformant en radical hydroxyl (OH)

qui sera réduit par la suite en une molécule d’H>0O> (Klaassen et Amdur, 2013).

Un antioxydant est une molécule qui permet de prévenir la synthése des ERO en inhibant

I’initiation des chaines réactionnelles ou en les désactivant directement (Desmier, 2016).

En effet, le terme antioxydant désigne toute substance qui, méme a faible concentration
par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce

substrat (Dellatre, 2005).

Les antioxydants peuvent étre d’origine synthétique ou bien naturelle (on les trouve dans

les fruits, les 1égumes, les céréales et les boissons) (Alfano et al., 2018). Les flavonoides, les
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tanins, les coumarines, les curcuminoides, les xanthons, les phénoliques et les terpenoides ont

une plus forte activité antioxydante que celle des antioxydants synthétiques (Jeong et al., 2004).

Les antioxydants sont un groupe hétérogéne composé de systémes antioxydants endogenes
enzymatiques comprenant les superoxydes de disumutase (SOD), la catalase (CAT), la
glutathion peroxydase (Gpx), la glutathion réductase (GSH) et la glutathion S-transférase
(GST). Les catalases transforment 1’eau hydrogénée en eau et en oxygene et le superoxyde
dismutase (SOD) neutralise les superoxydes en oxygene et eau hydrogénée. Ces enzymes font
partie des premicres lignes de défense contre les ERO (Rochat, 2014). (Figure 5) Ils sont aussi
composés de systemes antioxydants Exogéne enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-
¢léments (Le cuivre, le zinc, le manganése, le sélénium et le fer) ou encore de PP (Raaz et al.,

2014).

La SOD catalyse la dismutation de 1’02 en H2O:. Elle existe sous trois isoformes qui se
différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : une forme
cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme

mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD).

I1 a été récemment montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans I’espace inter-
membranaire (Okado-Matsumoto et Fridovich, 2001 ; Sturtz et al., 2001). La distribution de
ces différentes isoformes varie selon le tissu. Dans le muscle, environ 65 a 85% de l'activité de
la SOD se trouvent dans le cytosol tandis que les 15 a 35% restants sont localisés dans les

mitochondries.
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Figure 5: Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de

leurs cofacteurs métalliques (Lamamra, 2016)
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La glutathion peroxydase (Gpx) agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H>O» en H>O» et O,. Lors de cette réaction, deux molécules de

glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (Mates et al., 1999).

Il existe également une glutathion peroxydase associ¢e a la membrane mitochondriale, la
phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGpx) qui est spécifiquement
impliquée dans la diminution de la peroxydation lipidique (Mates et al., 1999 ; Nomura et al.,

2000).

La glutathion réductase, quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG
graice au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électrons. En effet, la concentration
cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la
Gpx maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont présentes dans le cytosol et dans les

mitochondries.

La catalase est également responsable de I'¢limination d'H>O; par une transformation en
H>O et O,. Contrairement a la Gpx, l'affinité de la catalase pour 1'H2O; est élevée seulement
lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogéne sont accrues (Mates et al., 1999). Cette enzyme

est abondante dans le foie et les globules rouges.

Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) ont une grande importance dans la
lutte contre le SO. La vitamine E étant liposoluble présente en grande quantité dans les huiles,
elle se fixe aux membranes cellulaires et peut ainsi séquestrer les radicaux libres empéchant la

propagation des réactions de peroxydation lipidique (Evans, 2000 ; Packer et al., 1997).

De nombreuses études ont été réalisées pour élucider le réle de la vitamine E dans lalutte
contre le cancer. Jusqu'a la derni¢re décennie, I'accent était mis sur I'-a-tocophérol et ses effets

anticancéreux (Abraham et al., 2018).

La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ; elle

peut capter directement les anions O, et OH. Toutefois la vitamine C est capable de piéger des
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radicaux libres mais son intérét majeur c’est son pouvoir antioxydant qui réside en sa capacité

a régénérer la vitamine E au sein de la membrane (Fabre et al., 2015).

Les PP sont trés largement représentés dans le régne végétal. Ce sont des composés
phytochimiques naturels qui servent de défense contre les rayons ultraviolets, les oxydants et

les agents pathogénes (Bahadoran et al., 2013).

Ils sont présents dans les aliments a base de plantes et donc dans notre alimentation. Les
composés phénoliques les plus courants dans 1’alimentation humaine sont les acides
phénoliques, les flavonoides et les proanthocyanidines (tanins). Ils ont au moins un cycle
aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyles et peuvent étre classés comme flavonoides

et non flavonoides (Del Rio et al., 2012).

Les PP jouent un rdle important, ils sont capables d’interagir avec les métaux de transition,
notamment avec le fer et le cuivre (Moran et al., 1997). La formation de complexes chélateurs
stables et inertes est un mécanisme antioxydant. Leur étude a été croissante ces dernicres
décennies en raison de leurs bienfaits sur la santé, notamment grace a leur pouvoir antioxydant
mais aussi dans la prévention ou le traitement de nombreuses pathologies, ils ont aussi des effets

anti-inflammatoires et antiallergiques.

Plus important encore, les PP sont des antioxydants puissants qui empéchent le SO et
réduisent le risque de cancer, de troubles neurodégénératifs et de maladies cardiovasculaires

(scalbert et al., 2005 ; Petti et scully., 2009 ; paszkiewicz et al., 2012).

Malgré ces bienfaits, la plupart des PP ne sont pas facilement absorbés par 1’intestin gréle et

s’accumulent en petites quantités dans les tissus corporels (Manach et al., 2004).

4. L’activité biologique de I’huile de pépins de raisin
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L’activité antioxydante de I’HPR est capable d'atténuer les conditions de stress oxydatif,
d'¢liminer les ERO, d'inhiber les lipides oxydants et de réduire la formation d'hydroperoxyde

dans les maladies contemporaines (Shinagawa et al., 2015).

La propriété bioactive la plus notable des composés phénoliques est leur capacité
antioxydante. Elle a ét¢ largement étudiée dans des EPR (Maria et al., 2020). La capacité
antioxydante la plus élevée, mesurée par un test d'absorbance des radicaux oxygénés, a été
trouvée dans les PR, elle est lie a la teneur élevée en acide gallique, en PP, en quantités élevées
d'AG essentiel, en catéchine, en épicatéchine, en procyanidines et en proanthocyanidines dans
les PR et HPR. Ces derniers seraient de bons agents préventifs cellulaires contre les dommages
oxydatifs de I'ADN et l'apoptose par induction d'enzymes antioxydantes endogenes
(Hernandez et al., 2009). IIs peuvent étre le résultat de la combinaison synergique de ces
composés phénoliques (khurane et al., 2013). On peut considérer que les PP sont des agents
de restauration, leur action antioxydante est 4 a 5 fois plus importante que celle de la vitamine

C et de la vitamine E (Nikolaishvili et Lomtatidze, 2018 ; Ismail et al., 2015).

L’HPR a un effet toxique sur certains agents pathogenes, suggérant une fonction
antimicrobienne. En fait, I'huile extraite des graines de raisin avait un effet inhibiteur sur la

croissance de Staphylococcusaureus et E.coli (Rotava et al., 2009 ; Bayard et al., 2006).

L'activité antimicrobienne déjouée par des composés phénoliques, tels que le resvératrol,
implique l'induction de dommages oxydatifs a la membrane bactérienne, en particulier E. coli,
sans affecter les cellules hotes. Ceux-ci suggerent que l'utilisation du resvératrol aiderait les

thérapies dans lesquelles les antibiotiques sont inefficaces (Subramanianet al., 2014).

L'inflammation est une réponse défensive des tissus vivants avec le systeme vasculaire

contre les facteurs de dommages (Wang, 2020).
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Les composants hydrophiles et lipophiles de 'HPR contribuent a la récupération des
processus inflammatoires qui se produisent lors de nombreuses maladies chroniques. Les
composés phénoliques sont connus pour moduler l'expression génique anti-inflammatoire,
influengant plusieurs voies cellulaires, y compris la libération d'acide arachidonique (AA), la
production de cytokines ou l'activité¢ de la NO (oxyde nitrique) synthase (Santangelo et al.,
2007). Les tocotriénols, isomeres de la vitamine E, peuvent influencer 'inflammation adipeuse
liée a 1'obésité selon les preuves dans les lignées cellulaires (Zhaoet al., 2015). Les conditions
d'inflammation affectent également la résistance a 1'insuline et certaines études ont démontré
l'influence bénéfique de ’HPR chez I'homme affecté en fonction de la présence de phénols et

de tocotriénols (Shinagawa et al., 2015 ; Irandoost et al., 2013 ; Lai et al., 2014).

Les phytostérols, peuvent empécher la libération de médiateurs pro-inflammatoires par le
macrophage oxyd¢ et stimulé par les lipoprotéines de faible densité LDL oxydé pendant le SO

et la synthese des eicosanoides (Shinagawa et al., 2015).

Les PP présents dans HPR sont capables d'inhiber la libération d’AA, responsables de la
production de leucotriénes et de prostaglandines, ce qui a leur tour active la réponse

inflammatoire (Santangeloet al., 2007).

L'HPR a été signalée comme un complément alimentaire approprié qui peut prévenir ou
améliorer les troubles physiologiques liés aux maladies chroniques (Mameghani et al., 2020 ;

Tang et al., 2018 ; Garavaglia et al., 2016).

Les pp naturels se trouvant dans I’HPR ont une activité anticancéreusen prometteuse. En
ce qui concerne les applications cliniques, elle a été utilisée comme base de nanoporteurs
lipidiques pour optimiser l'efficacité thérapeutique des médicaments antitumoraux et d’ou sa

toxicité (Lacatusu et al., 2015).

De nombreuses études se sont concentrées sur le potentiel cardioprotecteur de L’HPR.

Chez le rat, il a été postulé que L’HPR abaisse les niveaux de cholestérol (Asadi et al., 2010).
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D’autres études ont souligné le role des PP et des phytostérols en tant que nutraceutiques

naturels soutenant les thérapies dans les pathologies cardio-vasculaires (Scognamiglio et al.,

2019).

En outre, il a été remarqué que l'acide linoléique, abondant en L’HPR peut promouvoir la
santé¢ cardiovasculaire dans les expériences animales, montrant un potentiel en tant que
complément alimentaire et une activité neuroprotectrice chez les animaux atteints de la maladie

d'Alzheimer (Berahmand et al., 2020 ; Kolar et al., 2019).

L'huile s'est avérée prometteuse en raison de ses effets antidiabétiques. L'activité
antiapoptotique de l'huile était particulierement importante. Les résultats de l'expérience ont
montré que L’HPR, qui contenait 87 % d'acides gras insaturés, était capable de réduire de
manicre significative 1'apoptose des cellules béta pancréatiques. Les résultats de 1'étude ont
montré que L’HPR peut protéger les cellules béta pancréatiques. Son activité protectrice peut
étre associée aux voies mitochondriales du réticulum endoplasmique. Par conséquent, il semble
étre un complément alimentaire efficace ou un médicament alternatif pour les patients
diabétiques et conduit a une réduction de l'apoptose et a un dysfonctionnement des cellules béta

(Lai et al., 2014).
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Mateériels et Méthodes



Le travail a été effectué préalablement par I’équipe de recherche du laboratoire (Ppabionut)

de "université de Tlemcen.

Pour étudier les effets de ’HPR in vitro sur le statut oxydant/antioxydant, ce travail a été
réalisé sur des lymphocytes humains sur lesquelles ’'HPR a ¢été additionné en trois
concentrations différentes dont C1, C2 et C3 qui correspond a 4 pg/ml, 8 pg/ml et 25 pg/ml

respectivement.
1. Extraction de matériel végétal (pépins de raisin)

Les PR récupérés des déchets du processus de fabrication vinicole ont été rincés et séchés
dans I’obscurité. Apres, ils ont été réduits en poudre a I’aide d’un mortier et conservés a 1’abri

de la lumiére pour des analyses ultérieures.
2. Epuisement des pépins de raisin avecl’éthanol :

L’opération consiste a épuiser le matériel végétal au contact d’un solvant. L’EPR a analyser,

a été obtenu comme suit :
Dans un ballon a Soxhlet, 10g de matériel végétal sont ajoutés a 60 ml d’éthanol.

L’ensemble y est rest¢ pendant une heure. Le mélange est ensuite filtré et 1’extrait

éthanolique est soumis aux tests.

Dans une fiole : 10g de maticre végétale sont ajoutés a 60 ml d’éthanol, la préparation a

¢été mise sur une plaque chauffante pendant 48h. Apres filtration, le filtrat est récupéré.
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3. Isolement des lymphocytes humains :

L’isolement des lymphocytes se fait a partir d’un prélevement sanguin d’hommes
volontaires, par centrifugation dans un gradient d’Histopaque (Sigma). L’histopaque, dont la
densité est de 1,075, permet 1’agrégation des hématies. La migration différentielle durant la
centrifugation résulte en la formation de différentes couches contenant les différents types de
cellules sanguines. Ainsi, les globules rouges et les granulocytes s€dimentent complétement et
se retrouvent dans le culot. Les lymphocytes ayant une densité inférieure a celle d’histopaque
se trouvent a ’interface entre 1’histopaque et le plasma apres centrifugation. Ils sont par contre
contaminés par d’autres cellules a sédimentation lente (Monocytes, plaquettes). Les
lymphocytes sont récupérés de ’interface puis sont lavés pour éliminer les contaminants

(Histopaque, plasma,plaquettes..) Le lavage se fait avec une solution saline équilibrée.

Aprés mélange et centrifugation, le surnageant est éliminé. Le lavage est recommencé deux
fois, et les lymphocytes isolés sont préts a ’emploi. Les lymphocytes lavés sont par la suite

remis en suspension dans 400ul de milieu de culture RPMI 1640.

Afin de tester la viabilité des cellules isolées, 50ul de cette suspension cellulaire sont
prélevés dans un tube sec et sont mélangés a S0ul d’une solution de bleu de trypan 0,4 % et50ul
de milieu RPMI 1640. La numération cellulaire est effectuée sur une chambre quadrillée
«Cellule de Malassez ». Par la suite, la suspension cellulaire est ajustée a une concentration de

4.106 cellules/ml.

4. Détermination de la prolifération lymphocytaire par la méthode du MTT :

La méthode du MTT est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des enzymes
mitochondriales (succinate déshydrogénase) dans les cellules vivantes de transformer les sels

de tétrazolium (couleur jaune) en produits insolubles de formazan (couleur bleue violacée).

La concentration de Formazan obtenue est directement proportionnelle au nombre de

cellules présentes dans la suspension cellulaire. Cette technique permet de mesurer la viabilité

22



et la prolifération lymphocytaire, et les résultats sont paralléles a ceux obtenus par la méthode

de référence utilisant la thymidine radioactive incorporée dans I’ADN (Mosmann, 1983).

La solution de MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium- -bromide]
(Sigma, USA) est préparée a une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS,

PH 7.5), filtrée puis conservée a 4° C a I’abri de la lumiére.

Apres isolement des lymphocytes, une suspension cellulaire de 4x106 cellules/ml sert a la

préparation de la gamme étalon suite a différentes dilutions.

5. Détermination des marqueurs du stress oxydatif au niveau des lymphocytes :

5.1. Mésure de la Lactate déshydrogénase libérée dans les lymphocytes :

La mesure de I’activité de I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu de
culture apres les différentes incubations représente un marqueur de I’endommagement des
cellules. L'augmentation de l'activité de cette enzyme dans le surnageant des cultures des
cellules permet de détecter une altération de la perméabilité membranaire et par conséquent une
mesure de la cytotoxicité. La détection colorimétrique de la sécrétion de la LDH se fait par le

kit LDH (SIGMA-ALDRICH) dont le principe suit deux étapes.

Dans une premiere étape, la LDH catalyse la réduction du NAD+ en NADH et H+ par

I’oxydation du lactate en pyruvate.

Dans une seconde étape de la réaction, la LDH utilise le NADH et H+ formés pour
catalyser la réduction du sel de tetrazolium en un précipité hautement coloré¢ qui absorbe a
450 nm. La quantité de précipité «formazan» produite est proportionnelle a la quantité de

LDH libéré dans le milieu de culture.

5.2. Détermination des taux en Glutathion réduit des lymphocytes :

Les taux en Glutathion réduit (GSH) sont mesurés par une méthode colorimétrique suivant

le protocole du Kit BIOXYTECH GSH-400 (OXIS International, Inc., Portland, OR, USA).
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Les lymphocytes sont suspendus dans [’acide métaphosphorique (5%, P/V). Apres
centrifugation a 3000g pendant 10 min, le surnageant est mélangé au tampon phosphate de
potassium contenant ’acide diethylenetriamine, Penta-acétique et le lubrol (PH 7,8). Le
chromogene est par la suite ajouté dans le milieu réactionnel. Le mélange est incubé a 25°c
pendant 10min a 1’abri de la lumiére. La lecture se fait a 400 nm. Les concentrations en GSH

sont obtenues grace a une courbe étalon préparée avec le GSH standard.
5.3. Détermination de 1’ activité de la Catalase des lymphocytes :

Cette activité enzymatique est mesurée dans le lysat lymphocytaire par analyse
spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogene (Aebi, 1974). En
présence de la Catalase (CAT), la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne conduit a une
diminution de 1’absorption de la solution de H>O» en fonction du temps. Apreés incubation, les
concentrations du H»O; restants, sont déterminées a partir d’une gamme ¢étalon de H,O». La
lecture se fait a 420 nm. L’activité de la catalase est exprimée en Unité/ ml ou en Unité/mg de

protéine.
5.4. Teneurs en Malondialdehyde des lymphocytes :

Le malondialdehyde (MDA) est dosé au niveau du lysat lymphocytaire en utilisant I’acide

thiobarbiturique selon la méthode de Draper et Hadley (1990).
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5.5. Teneurs en Protéines Carbonylées des lymphocytes :

Les protéines carbonylées (PCAR) (marqueurs de 1I’oxydation protéique) sont mesurées dans
le lysat lymphocytaire par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine selon la méthode de

Levine et al. (1990). La réaction aboutit a la formation de la dinitrophényl hydrazone colorée.

La concentration des groupements carbonylés est déterminée par lecture a des longueurs

d’onde de 350 et 375 nm.

6. Analyse statistique :

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard. L'analyse statistique
est effectuée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 4.1, Statsoft, Paris, France).

Lesmultiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
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Résultats et Interprétations



1. Effet de ’HPR sur le nombre total des lymphocytes (NLT %) :(Figure 06)

Au début de ’expérience, la prolifération basale (Pb) des lymphocytes était a 100%

(conditions normaux).

Apres ’addition du Concavaline A (Con A) qui est un agent mitogeéne spécifiques des
lymphocytes T, leur nombre a augmenté d’une manicre exponentielle jusqu’a 191,44%. En
présence de I’oxydant ; dans notre cas H»O; le NLT a diminué d’une maniére hautement

significative jusqu’a 66,84% comparé a la PB + Con A.

A I’ajout de ’'HPR a une concentration C3 au milieu de culture contenant les lymphocytes
+ Con A + H20, le NLT a augmenté d’une maniere hautement significative comparé a la Pb +

Con A + H»Os.

Cependant, la prolifération des lymphocytes est réduite d’une maniere hautement
significative par cet extrait a une concentration C2. Mais cette réduction s’apparait non

significative a C1 par rapport a C3 et C2.
2. Evaluation de la lactate déshydrogénase (LDH) : (Figure 07)

La teneur de LDH lymphocytaires diminue en présence de I’agent mitogéne (Con A) par

rapport a la prolifération basale.

A I’ajout du H20O2, le taux de LDH lymphocytaire a augmenté d’une maniere exponentielle

comparé a la prolifération basale.

En ajoutant une concentration C3 d’HPR au milieu de culture contenant les lymphocytes, le
Con A et ’'H>0», on a constaté une réduction significative du taux d’LDH lymphocytaire. La
concentration C2 a marqué une augmentation significative du LDH, ainsi que C1 provoque une

augmentation hautement significative du LDH.
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Figure 6: Effet des différentes concentrationsde ’HPR sur le nombre total des

lymphocytes (NLT%).

HPR : L’huile de pépin de raisin, NLT : nombre des lymphocytes T, PB : prolifération basale,
PB+CONA : prolifération basale + concovaline A.,0X : H,O,, OX+ C3 : H,O, + HPR diluée a 1/10,
OX+ C2: H,O, + HPR diluée a 1/50 ,0X+C1 : H,O, + HPR pure. *P < 0,05 significative , **P <
0,01 Tres significative , *** P< (0,001 Hautement significative.
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Figure 7: Effet des différentes concentrations de ’HPR sur le taux de la LDH.

LDH : lactate déshydrogénase, PB : prolifération basale, PB+CONA : prolifération basale +
concovaline A.OX : H,0, OX+ C3 : H,O, + HPR diluée a 1/10, OX+ C2 : H,O, + HPR diluée a
1/500X+C1 : H,O, + HPR pure.*P < 0,05 significative, **P < 0,01 Tres significative , *** P< 0,001
Hautement significative.
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3. Evaluation de I’état d’oxydation via les marqueurs du stress oxydatif

3.1. Evaluation de la peroxydation des lipides (Figure 08)

Les teneurs lymphocytaires en MDA ne varient pas soit a la prolifération basale ou apres

I’ajout de Con A.
Cependant, la teneur en MDA est diminuée trés significativement a la concentration C3.

Par ailleurs, une augmentation hautement significative a été observée au niveau des teneurs

lymphocytaires en MDA en présence de ’'HPR a C2 et a CI.
3.2. Evaluation de la peroxydation des protéines (Figure 09)

Les résultats montrent que la teneur lymphocytaire en PCAR augmente en présence de

I’agent mitogeéne comparé a la prolifération basale.

L’agent oxydant H»O, a marqué une réduction hautement significative du PCAR

Cependant, a une concentration C3 la teneur en PCAR a diminuée significativement.

Par ailleurs, une augmentation hautement significative a été observée au niveau des teneurs

lymphocytaires en PCAR en présence de la concentration C1 de ’'HPR.

5 _ hh
4.5 -
-
3.5 - = PB
a m CONA
0
25 ox
= OX+C3
2 W OX+C2
1.5 ® OX+C1
1
0.5 -
o -
MDA

Figure 8: Effet des différentes concentrations de ’HPR sur les teneurs des lymphocytes

en MDA.
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MDA :malondialdéhyde ,PB : prolifération basale , PB+CONA : prolifération basale+ concovaline
A.OX :H,0,0X+ C3 :H,O,+HPR diluée a 1/10,0X+C2 :H,O,+HPR diluée a 1/50. OX+C1 : H,O, +
HPR pure.*P < 0,05 significative , **P < 0,01 Tres significative, *** P<0,001,Hautement significative.
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Figure 9: Effet des différentes concentrations de ’HPR sur les teneurs lymphocytes en

PCAR.

PCAR : protéines carbonylées, PB : prolifération basale, PB+CONA : prolifération basale +
concovalineA.OX : H,O,, OX+ C3 : H,O, + HPR diluée a 1/10,0X+ C2: H,O, + HPR diluée a
1/50,0X+C1 : HO, + HPR pure.*P < 0,05 significative ,**P < 0,01 Tr¢s significative , *** P< 0,001
Hautement significative.

4. Evaluation des antioxydants enzymatiques endogénes

4.1. Evaluation de I’ activité du glutathion réduit (GSH) : (Figure 10)

Les teneurs lymphocytaires en GSH augmentent en présence de I’agent mitogene (Con A)

comparées a la prolifération basale.

En présence de I’agent oxydant H>O», I’activité enzymatique du GSH a diminuée d’une
manicre hautement significative, cette diminution est non significative a la concentration C3 et

significative a C2 d’HPR.
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En revanche, une concentration Cl1 d’HPR montre une augmentation hautement

significative de I’activité¢ du GSH.
4.2. Evaluation de I’ activité de la catalase (CAT) : (Figure 11)

L’activité enzymatique de la CAT au niveau des lymphocytes augmente en présence
d’agent stimulant (Con A) comparée a la prolifération basale. Cependant, les résultats montrent

une diminution hautement significative de I’activité de la CAT en présence d’OX.

Ainsi, qu’aux concentrations C3 et C2 de I’HPR, la CAT a augmenté d’une manicre

hautement significative.

En revanche, I’activité de la CAT lymphocytaire a C1 a diminué d’une mani¢re hautement

significativement.
0.25 -
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0.2~
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O —
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Figure 10: Effet des différentes concentrations de ’HPR sur le taux du GSH.

GSH : Le glutathion réduit, PB: prolifération basale, PB+CONA : prolifération basale +
concovaline A.OX : H,O,, OX+ C3: H,O, + HPR diluée a 1/10,0X+ C2: H,O, + HPR diluée a
1/50,0X+C1 :H,O, + HPR pure.*P < 0,05 significative , **P < 0,01 Trés significative , *** P< 0,001
Hautement significative.
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Figure 11: Effet des différentes concentrations de ’HPR sur P’activité de la CAT de
I’HPR.
CAT: la catalase, PB : prolifération basale, PB+CONA: prolifération basale + concovalineA OX :

H,0,,0X+ C3 : H,O, + HPR diluée a 1/10,0X+ C2 : H,O, + HPR diluée a 1/500X+C1 : H,O, +
HPR pure.*P < 0,05 significative,**P < 0,01 Tres significative,*** P< 0,001 Hautement significative
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Discussion



Le SO résulte d’un déséquilibre entre les espéces pro-oxydantes et antioxydantes. Les
especes pro-oxydantes sont générées par les phénoménes radicalaires qui sont omniprésents
chez tout étre vivant. Le SO est impliqué dans certains nombres de maladies. En effet,
I’organisme va devoir se protéger par différents systémes antioxydants endogenes et exogenes

(Durand et al., 2013).

Les antioxydants endogeénes comprennent le glutathion réduit (GSH) et la catalase (CAT),
qui métabolisent le superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne et les peroxydes lipidiques, ayant un
effet protecteur efficace contre les attaques oxydatives en raison de leur capacité a décomposer

les ERO (Ferreira et al., 2018).

Nous nous sommes intéressées a I’HPR qui est considéré comme un antioxydant exogene
ayant des propriétés bénéfiques pour la santé qui sont principalement détectées par des étudesin
vitro, telles que des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, cardioprotectrices,
antimicrobiennes et anticancéreuses, et peut interagir avec les voies cellulaires et moléculaires.
Ces effets ont été liés a ses constituants, principalement le PP, le tocophérol, I'acide linolénique,
le resvératrol, la quercétine, les procyanidines, les caroténoides et les phytostérols (juliano et

al 2016).

L’objectif de notre travail a pour but d’évaluer la capacité antioxydante de ’HPR in vitro
a une certaine concentration sur le SO. On a testé ’HPR sur la prolifération des lymphocytes T
humain en mesurant le taux du LDH, les marqueurs du stress oxydatif (MDA et PCAR) et les

antioxydants enzymatiques endogenes (GSH et CAT).

Concernant la prolifération cellulaire, nos résultats ont révélé une chute du NLT soumises
a un SO par le H>O> jusqu’a 66% ce qui prouve une apoptose cellulaire. Aprés traitements par
trois concentrations de ’HPR, la concentration C3 a présenté une croissance des NLT en

réduisant 1’apoptose cellulaire.
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L’étude faite par Amel en 2016 sur l'effet de I'HPR sur les 1ésions hépatiques aigués
induites par le tétrachlorure de carbone (CCls) démontre que I'activation de la caspase-3 pourrait
étre responsable des effets apoptotiques et de la fragmentation observés dans ' ADN des groupes
intoxiqués, alors que I'expression du géne de la caspase-3 était induite chez les rats exposés aux
rayonnements et au CCls. selon 1’auteur, le traitement par L’HPR exerce une protection
significative sur les dommages de I'ADN qui pourraient étre attribuée a son piégeage des ERO,

a ses activités antioxydantes et anti-apoptotiques (Amel et al., 2016).

Aussi, les résultats d’une étude sur des rats a prouvé que le dépdt excessif du fer dans les
cellules rénales a causé des dommages oxydatifs et un dysfonctionnement du rein. Apres sept
semaines d'administration, I’extrait de proanthocyanidine de pépins de raisin (EPPR) peut
réduire la teneur en fer du sang et des reins, améliorer le systeme de défense antioxydante,
réguler la fonction et la structure rénales et inhiber I'apoptose rénale, améliorant ainsi 1'état

général des rats. Le mécanisme peut étre 1i€ aux propriétés antioxydantes (Yun, et al., 2020).

En revanche, une autre étude sur les cellules cancéreuses du colon (SW480 et SW620) a
démontréque les EPPR ont modifié de maniére significative leur morphologie ce qui a entrainé
l'inhibition de la prolifération cellulaire en interrompant son cycle et en induisant 'apoptose de
la cellule. Lorsque des procanthocyanidines oligomeres (OPC) ont été utilisées en association
avec des agents chimiothérapeutiques, I'expression et I'activité de plusieurs transporteurs ABC
clés dans les lignées cellulaires ont été¢ considérablement réduites, ce qui peut empécher les
patients cancéreux de résister au traitement ciblé(Pérez et al., 2019 ;Ravindranathan et al.,

2019 ;Shi et al., 2019).

Une autre expérience faite par Leone en 2019, qui a étudié les effets in vitro et les
mécanismes d'action présumés d'un EPR sur les cellules cancéreuses du sein humain (MCF-7)
et a évalué ses effets sur la prolifération cellulaire et 1'apoptose, L'EPR (0,05-100 pg/ml) a
montré une inhibition significative qui dépend de la dose et du temps de I'activité¢ des MCF-7

et de l'induction de l'apoptose (Leone et al., 2019).
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La proanthocyanidine B2 (EPPR B2) a été utilisée comme antioxydante pour réduire les
niveaux de stress oxydatif et I'apoptose dans les des cellules granuleuses CG exposées au
H>0,. Les résultats ont montré que le EPPR B2 pouvait inhiber 'apoptose et la caspase-3
induites par le H2O2 en régulant a la hausse la let-7 a qui fait partie de la famille des miARN et

est spécifiquement exprimé en CG, montrant ainsi des effets antioxydants (Zhang et al., 2019).

La LDH est un marqueur de Iésions des tissus. Cette enzyme est normalement contenue
dans la plupart des tissus de I'organisme, et seulement en faible quantité dans le sang. Lorsque
les tissus sont endommagés, les cellules libérent la LDH entrainant une augmentation de sa

concentration dans le sang (José et al., 2019).

On a testé¢ I’HPR sur le SO pour évaluer le taux du LDH dans les lymphocytes T oxydées.
Selon nos résultats, on constate que la concentration C3 de I’HPR a diminué le taux du LDH

des lymphocyte T oxydées ainsi qu'une réduction de 1’apoptose.

L’étude de wahby a donné des résultats similaires pour la LDH ou ils ont montré que les
activités de GPx, SOD, CAT et LDH ont été significativement réduites dans le tissu cérébral
des rats traités avec le triton WR1339 qui a provoqué une neurotoxicité. Il a été constaté que
EPR a considérablement inversé ses activités. De plus, il a diminué la teneur en MDA et

l'expression de I'ARNm, présentant ainsi des effets neuroprotecteurs (Abdou &Wahby, 2016).

Dans le cas contraire d’une étude ou ils ont testé les effets des EPR éthanolique du marc
de raisin sur la prolifération des lignées cellulaires du cancer colorectal. L'effet cytotoxique des
EPR a été évalué par la libération du LDH a partir de cellules mortes et endommagées. Les EPR
purifiés ont montré une cytotoxicité similaire sur les cellules Caco-2, avec un faible rapport
concentration/effet aux doses étudiées, avec un effet maximal proche de 30% de la LDH
maximale libérée dans les deux cas. L'EPR a montré un effet concentration-réponse plus évident,
approchant 50 % de la toxicité a la concentration la plus élevée utilisée, la cytotoxicité des EPR
semblait étre I'extrait le plus puissant. Ces expériences ont montré un effet antiprolifératif sur

les cellules Caco-2(José et al., 2019).
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La peroxydation lipidique est un processus dans lequel des espéces radicalaires telles que
les radicaux oxyles, les radicaux peroxyles et les radicaux hydroxyles éliminent les électrons
des lipides et produisent par la suite des intermédiaires réactifs qui peuvent subir d'autres
réactions. Elle endommage directement les phospholipides et peut également agir comme un
signal de mort cellulaire, parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique,
l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA) et I’acides thiobarbiturique (TBARS) sont étudiés

comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Que et al 2018).

Nos résultats montrent que la concentration de I’'HPR la plus efficace testée est C3 qui

permet de diminuer le taux du MDA et de réduire ainsi la peroxydation des lipides.

Une étude menée par Nora sur 1’effet hépatoprotecteur du gingembre et des EPR seuls et en
association contre la toxicité hépatique induite par le paracétamol chez le rat, a démontré que
le prétraitement avec Extrait de EPPR a considérablement amélioré la peroxydation lipidique
qui se manifeste par la diminution du taux de MDA ce qui est en accord avec nos résultats.
Cette amélioration est accompagnée de l'augmentation de la teneur en GSH et des activités
renforcées du CAT. Ces résultats pourraient étre attribués aux effets antioxydants potentiels

d'EPR (Nora et al., 2019).

De facon comparable a 1'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre
oxydées par les ERO. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyl dans
laprotéine. Ces réactions d'oxydation sont fréquemment influencées par les cations

métalliquescomme le Cu?* et le Fe?* (Amira et al., 2020).

On a testé I’effet de ’HPR sur le SO en évaluant le taux des PCAR sur les lymphocytes T
oxydées par I’H»0,. Nos résultats montrent que la concentration C3 de L’HPR a réduit

I’oxydation des protéines.

Ce qui a été montré par 1’étude de Sonia sur le cerveau des rats. Le traitement par I’ERP

éthanolique pendant un mois, réduit I'oxydation des lipides et des protéines et le niveau des
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ERO. Il a ét¢ utilisé a forte dose (500 mg/kg poids corporel) et a augmenté les activités CAT et
SOD. L’EPR a diminu¢ le niveau du MDA de prés de 75 %. L’EPR a également réduit I’effet
délétere sur la carbonylation a un niveau proche du contrdle et aussi le niveau de MDA de 60%

(Sonia et al., 2021).

Le GSH réduit, antioxydant qui assure la réduction du peroxyde d’hydrogénasse et des
peroxydes organiques grace a la réaction catalysée par la Gpx, peut aussi réduire les radicaux
formés par I’oxydation, baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique et par conséquent,

la mort cellulaire (Stockwell et al., 2017).

D’apres nos résultats sur 1’évaluation de 1’activité du GSH on constate que la concentration

C1 de ’HPR augmente significativement le taux du GSH.

Les travaux d eSahar en 2020, se sont concentrés sur 1'étude des effets rénoprotecteurs de
I’HPR sur la néphrotoxicité induite par le mium (Cr (VI)) chez les rats. La diminution des
niveaux d'antioxydants GSH et CAT et des niveaux accrus de MDA chez les rats intoxiqués au
Cr (VI]) a indiqué une augmentation du SO dans le rein. Une diminution des taux de GSH peut
étre attribuable a une consommation accrue de GSH pour neutraliser les radicaux libres induits
par Cr (VI). Contrairement au Cr-, les rats intoxiqués au ERP ont conservé l'activité du CAT et
du GSH, indiquant que I’'HPR a empéché les effets toxiques du Cr (VI) grace a ses propriétés

antioxydantes (Sahar et al., 2020).

Le CAT est une enzyme antioxydante endogeéne qui décompose le peroxyde d'hydrogéne
en O et en HyO. Elle a considérablement réduit le stress oxydatif et restauré la structure
mitochondriale en améliorant le potentiel de la membrane mitochondriale afin de jouer un effet
anti-apoptotique et de normaliser la capacité de réplication et de cicatrisation (Li et al., 2018 ;

Zamponi, 2018).

36



Les résultats du test de la CAT montrent que la concentration C2 de I’HPR a augmenté son
activité. Nos résultats ont révélé que I'HPR permet la régénération des antioxydants endogénes

tels que le GSH et la CAT.

En 2019, une expérience de Arafat a constaté que les niveaux de CAT, de SOD et de GSH-
Px ont diminué de maniére significative dans le cervelet des rats. Les activités de CAT, SOD
et GSH-px ont été significativement améliorées apres le traitement par L’EPR, ce qui suggere
qu’elle a un effet neuroprotecteur sur le cervelet en raison de ses propriétés antioxydantes

(Arafat et Shabaan, 2019).

Les résultats obtenus par Tkacz, ont mis en évidence que ’EPPR réduisait non seulement
la formation de ERO et l'expression du CYP2E1, mais augmentait également l'activité et
l'expression de plusieurs enzymes antioxydantes, telles que la CAT, la SOD et la GSH in vitro

(Tkacz et al., 2019).

L’HPR a montré une activit¢ antioxydante, a réduit la LDH, a diminuéde maniére
significative les niveaux de MDA, des PCAR et a améliorél'activité des enzymes antioxydantes

telles le GSH et CAT.
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Conclusion



L'HPR est un sous-produit de I'industrie vinicole, bénéfique pour la santé humaine.
De nombreuses preuves in vitro et in vivo ont montré des activités antioxydante, anti-
inflammatoires, anticancéreuses et antibactériennes. Ces activités sont principalement
liées a sa composition en acides gras mono et polyinsaturés, auxPP et aux vitamines

liposolubles principalement la vitamine E.

En effet, notre étude a été effectuée in vitro sur les lymphocytes humains dans le
but d’évaluer I’activité antioxydante de ’HPR. L’objectif de ce travail était de modéliser

une concentration de I’HPR pour obtenir un pouvoir antioxydant considérable.

Nos résultats ont montré que L’HPR présente une activité antioxydante, a réduit la
LDH, a diminué¢ de maniére significative les niveaux de MDA, des PCAR et a amélioré¢
l'activité des enzymes antioxydantes telles le GSH et CAT. Pour conclure, nos résultats
sur le pouvoir antioxydant de I’HPR étaient remarquables mais celui-ci est toujours

dépendant de la concentration (dose-dépendant).

L’HPR est connue pour son activité anti-oxydante grace a ses PP et tocophérols, qui
protégent contre le stress oxydatif et qui permettent I’inhibition de la peroxydation lipidique et

protéique. Cet effet est proportionnel avec la concentration de 1’huile.

La majorité des études ainsi que notre étude sur I’évaluation de la capacité antioxydante de

I’huile des pépins de raisin sont exécutés in vitro.

Il parait intéressant d’effectuer des études in vivo sur les rats par exemple, puisque le stress
oxydatif est la principale cause des maladies chroniques comme le diabete, les maladies
cardiovasculaires ou les maladies neurodégénératives.... On peut facilement provoquer les

différentes pathologies aux rats et évaluer I’activité¢ de ’HPR administrée a différentes doses.
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Résumé

Une énorme quantité de déchets est générée par les industries viticoles, notamment le marc de
raisin. L huile de pépin de raisin (HPR) est alors obtenue a partir de pépins de raisin de ces déchets.
Elle est riche en nutriments ayant une grande valeur nutritionnelle et médicinale et a un potentiel
antioxydant élevé comprenant la protection contre les dommages oxydatifs dans les cellules. En
effet, notre étude a été effectuée in vitro sur les lymphocytes humains dans le but d’évaluer
I’activité antioxydante de I’HPR et de doser quelques paramétres du stress oxydatif. Le but de ce
travail était de modéliser une concentration de I’HPR pour avoir un pouvoir antioxydant
considérable. Nos résultats ont montré que L’HPR présente une activité antioxydante, a réduit la
LDH et a diminué de maniére significative les niveaux de MDA, des PCAR, et a amélioré 'activité
des enzymes antioxydantes telles le GSH et CAT. Il parait intéressant d’effectuer des études in
vivo sur les rats par exemple On peut facilement provoquer les différentes pathologies et évaluer
I’activité de ’HPR administrée a différentes doses.

Mots clés : Huile de pépins de raisin, stress oxydatif, activité antioxydante, lymphocytes.
Abstract

A huge amount of waste is generated by the wine industries, especially grape pomace.
Grapeseed oil (HPR) is then obtained from grape seeds from this waste. It is rich in nutrients with
great nutritional and medicinal value and has high antioxidant potential including protection
against oxidative damage in cells. Indeed, our study was carried out in vitro on human lymphocytes
in order to evaluate the antioxidant activity of HPR and to measure some parameters of oxidative
stress. The aim of this work was to model a concentration of HPR to have considerable antioxidant
power. Our results showed that HPR exhibits antioxidant activity, reduced LDH and significantly
decreased levels of MDA, PCARs, and enhanced the activity of antioxidant enzymes such as GSH



and CAT. It seems interesting to carry out in vivo studies on rats, for example. We can easily
induce the various pathologies and evaluate the activity of the PRH administered at different doses.

Keywords: Grapeseed oil, oxidative stress, antioxidant activity, lymphocytes.



