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Résumé

L'ostéoporose est la principale pathologie osseuse. Elle se traduit par un risque accru de fracture et
impacte considérablement la qualité de vie. La prise en charge actuelle est limitée par une prophylaxie
non systématique et les effets secondaires des traitements curatifs. Dans ce contexte d'abstention
thérapeutique fréquente, I'utilisation de composés alimentaires végétaux représente une alternative
innovante et prometteuse en raison de leurs propriétés biologiques spécifiques. Nous avons ainsi
démontré le potentiel ostéoprotecteur de la fisétine (un polyphénol) et décrypté les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués. In vivo, la consommation de fisétine limite effectivement le
processus d'ostéopénie consécutif a une carence cestrogénique ou une inflammation (deux modeles
murins classiques pour I'étude de l'ostéoporose). De fait, la densité minérale osseuse, les paramétres
micro-architecturaux et les biomarqueurs du métabolisme osseux sont positivement modulés par la
fisétine. Ces données sont corroborées par l'induction in vitro de la différenciation de cellules souches
en ostéoblastes et de leur activité, via la stimulation transcriptionnelle de Runx2. De plus, la fisétine
réprime la différenciation et I'activité des ostéoclastes induite par RANKL (Receptor Acitvator of NfkB
Ligand), comme démontré par une inhibition de la formation de cellules multinucléées, de I'activité de la
Tartrate Resistant Acid Phosphatase (TRAP) et de I'expression des génes de différenciation.

Mots-clés : tissu osseux, ostéoporose, nutrition, physiologie cellulaire

Abstract: Innovative Nutritional Prevention of Osteoporosis: the Polyphenol Fisetin Sustains
Bone Health by Controlling Osteoblasts and Osteoclasts Differentiation

Osteoporosis is a bone pathology leading to increased fracture risk and challenging quality of life. Since
current treatments could exhibit deleterious side effects, the use of food compounds derived from plants
represents a promising innovative alternative due to their potential therapeutic and preventive activities
against human diseases. We demonstrated the ability of the polyphenol fisetin to counter osteoporosis
and deciphered the cellular and molecular mechanisms involved. In vivo, fisetin consumption prevented
bone loss in two common mice models for osteroporosis, namely estrogen deficiency and inflammation.
Indeed, bone mineral density, micro-architecture parameters and bone markers were positively
modulated by fisetin. Consistent with in vivo results, fisetin promoted primary preosteoblasts
differentiation and activity by stimulating Runx2 transcriptional activity. Moreover, we showed that fisetin
represses RANKL-induced osteoclast differentiation and activity as demonstrated by an inhibition of
multinucleated cell formation, TRAP activity and expression of differentiation genes.

Keywords: bone, osteoporosis, nutrition, translational study
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Introduction

Avec ['évolution démographique de la population, tous les pays industrialisés sont confrontés a une
prévalence croissante des pathologies liées a l'age. Parmi ces maladies, l'ostéoporose est
particulierement invalidante. L'ostéoporose est un probléme de santé publique majeur caractérisé par
une masse osseuse réduite et la perturbation de l'architecture osseuse, entrainant une augmentation de
la fragilité osseuse. Les professionnels de la santé déplorent le manque d'outils prophylactiques et le
fait que seulement 10% des femmes avec des fractures suivent correctement leur traitement en raison
de plusieurs effets secondaires. C’est pourquoi les autorités et les systemes de santé publique
recommandent fortement la mise en ceuvre de nouvelles stratégies de valeur scientifique éprouvée.

1. Le remodelage osseux

L'homéostasie osseuse résulte des activités trés contrélées des ostéoblastes en charge de la formation
osseuse et des ostéoclastes responsables de résorption osseuse. C'est le déséquilibre entre I'activité
de ces deux types de cellules qui conduit @ une densité minérale osseuse basse et une altération de la
microarchitecture, deux caractéristiques de l'ostéoporose. La différenciation et lactivité des
ostéoblastes et des ostéoclastes sont étroitement dépendantes des cytokines, des facteurs de
croissance et des hormones qui activent des réseaux complexes de signalisation impliqués dans le
processus de différenciation. Les ostéoblastes se différencient a partir de progéniteurs
mésenchymateux sous la stimulation des protéines morphogéniques osseuses (BMP), I'hormone
parathyroidienne (PTH), Wnt ou Hedgehog (Soltanoff et al., 2009). L'intégration de ces signaux conduit
a l'induction de facteurs de transcription, dont AP1, ATF4, osterix ou Runx2 (Schroeder et al., 2005 ;
Marie, 2008) ). Runx2 joue un role essentiel dans la formation osseuse a travers le contréle de la
prolifération et de la différenciation cellulaire (Schroeder et al., 2005 ; Komori, 2010) et son invalidation
génétique a révélé son role essentiel dans le développement osseux (Komori et al., 1997 ; Otto et al.,
1997). Runx2 se lie aux promoteurs de plusieurs genes, tels que 'ostéocalcine, collagene de type | ou
I'ostéopontine pour induire leur expression et établir le phénotype des ostéoblastes. Les ostéoclastes
sont des cellules géantes multinucléées dérivées de progéniteurs hématopoiétiques de la lignée
monocyte / macrophage par un processus de différenciation principalement régie par deux cytokines
clés: M-CSF et RANKL (Boyle et al., 2003 ; Asagiri et Takayanagi, 2007). M-CSF induit la prolifération
des précurseurs d'ostéoclastes, soutient leur survie et stimule I'expression de RANK, le récepteur de
RANKL. L'interaction entre le RANK et RANKL entraine le recrutement de TRAF6 et l'activation de
plusieurs voies de signalisation en aval, y compris NF-xB ainsi que la p38 mitogen-activated protein
kinase (MAPK), la c-jun-kinase N-terminal (JNK) et ERK (Matsumoto et al., 2000 ; Wei et al., 2001 ;
David et al., 2002). NF-xB participe a linduction précoce de NFATc1, un géne majeur de la
différenciation des ostéoclastes (Takatsuna et al., 2005 ; Asagiri et Takayanagi, 2007). L'activation des
MAPK entraine la phosphorylation de c-jun et son association avec c-Fos pour former AP-1 facteur de
transcription impliqué également dans linduction de NFATc1 (Grigoriadis et al., 1994 ; Ikeda et al.,
2008). NFATc1 régule ensuite la transcription de plusieurs génes cibles tels que le récepteur de la
calcitonine (CTR), la tartrate phosphatase acide résistante (TRAP), la métalloprotéinase matricielle 9
(MMP9) ou la cathepsine K qui participent au phénotype ostéoclastique (Asagiri et Takayanagi, 2007).
En raison de la complexité du métabolisme osseux, il est clair que la prévention de |'ostéoporose ne
peut pas reposer exclusivement sur le couple calcium et vitamine D.

2. Role de la prévention nutritionnelle de I'ostéoporose

Dans ce contexte, un nombre croissant de preuves a contribué a souligner l'importance des mesures
préventives nutritionnelles pour la santé osseuse. En effet, la recherche en nutrition au cours des 30
derniéres années a considérablement évolué pour soutenir I'hypothése selon laquelle, en modulant les
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fonctions de cibles spécifiques dans le corps, I'alimentation peut aider a atteindre une santé optimale en
réduisant le risque de maladie. Une telle prévention par des moyens diététiques, si simple dans son
concept, est particulierement difficile dans les sociétés technologiqguement avancées. Bien que le
calcium et la vitamine D soient des nutriments essentiels pour le développement des os, il a été
reconnu que l'alimentation humaine contient également un ensemble complexe de molécules bioactives
d'origine naturelle dotées de propriétés spécifiques contribuant également a la santé osseuse. Le travail
décrit ci-dessous a cherché a développer une approche nutritionnelle ciblant de nouvelles voies
impliquées dans la perte osseuse. Nous avons donc considéré ['intérét de nutriments dotés de
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. En utilisant des approches translationnelles, nous
avons démontré qu’un polyphénol module positivement la physiologie osseuse et empéche les atteintes
osseuses résultant de la carence en cestrogénes ou induites par une inflammation.

3. Polyphénols et santé osseuse

Les polyphénols représentent une large classe de composés phénoliques que I'on trouve couramment
dans les plantes. A ce jour, plus de 4 000 composés différents ont été identifiés et sont classés selon
leur structure chimique; ce sont les flavonols, les flavones, les flavanones, les isoflavones, les flavanols
et les anthocyanes. La consommation de flavonoides a été reliée a différents bénéfices pour la santé
chez les humains et les animaux, y compris la protection contre les maladies cardiaques (Quinones et
al., 2013), I'amélioration du contrdle glycémique (Nicolle et al., 2011), le retard des dysfonctionnements
cognitifs (Williams et Spencer, 2012) ou la préservation du capital osseux (Horcajada-Molteni et al.,
2000). lls exercent leurs effets biologiques par une grande variété de mécanismes d'action. Par
exemple, les isoflavones de soja, la génistéine ou la daidzéine peuvent directement se lier aux
récepteurs des oestrogénes a f et activer leur activité transcriptionnelle, ce qui entraine des effets sur
un grand nombre de systémes régulés par les cestrogénes (Cederroth et Nef, 2009). D'autres, comme
I'épigallocatéchine-gallate (EGCG) trouvée dans le thé vert, ont a la fois des activités pro et anti-
oxydantes, anti-inflammatoires en partie grace a la modulation du systtme NF-kB et régulent de
nombreuses voies de signalisation intracellulaire impliquées dans le cycle cellulaire, I'apoptose, la
croissance cellulaire ou l'angiogenése (Singh et al., 2011). Chez la ratte ovariectomisée, la
supplémentation en un glycoside de quercétine (rutine), a 10 mg/kg / jour pendant trois mois, aide a
prévenir la déminéralisation induite par la carence en cestrogénes (Horcajada-Molteni et al., 2000 ;
Horcajada-Molteni et Coxam, 2001). Tsuji et al. (2005) ont confirmé ces résultats chez la souris
ovariectomisées C57BL6J. L'approche in vitro indique que cet effet résulte d'une réduction de la
différenciation des ostéoclastes (Tsuji et al., 2005 ; Wattel et al., 2003). Par ailleurs, d'autres études ont
démontré que I'épigallocatéchine-3-gallate, le kaempférol, la phloridzine protégent de l'ostéoporose
(Chen et al., 2013 ; Trivedi et al, 2008 ; Puel et al., 2005). Enfin, chez les humains, il a été montré
qu’'une alimentation riche en flavonoides est positivement associée a la densité minérale vertébrale
(Welch et al., 2012).

4. La fisétine, un outil innovant pour prévenir lI'ostéoporose

La fisétine est un polyphénol (3,7,3',4'-tétrahydroxyflavone) qui appartient a la sous-classe des flavonols
comme la quercétine, le kaempférol ou la myricétine. La fisétine se trouve dans les plantes telles que
Rhus verniciflua et des légumes et fruits consommés quotidiennement tels que le kaki, la pomme, la
fraise a une concentration allant de 2 a 160 mg/kg (Arai et al., 2000). Elle a déja été décrite comme
ayant de multiples activités biologiques bénéfiques, y compris l'inhibition de la croissance du cancer de
la prostate (Khan et al., 2008), la neuroprotection (Maher et al., 2006 ; Maher et al., 2011) ou la
prévention de la polyarthrite rhumatoide (Lee et al., 2009). In vitro, la fisétine a été décrite pour exercer
une grande variété d'activités: pro-apoptotique dans les cellules cancéreuses du poumon et de la
prostate, anti-oxydante dans ['épithélium de la rétine et des cellules neuronales ou anti-inflammatoires
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dans les macrophages et les fibroblastes. Comme linflammation exerce un role essentiel dans
l'ostéoporose post-ménopausique, nous avons supposé que la fisétine peut contrer la perte osseuse
dans différents modéles murins : carence en cestrogénes et ostéoporose induite par l'inflammation. In
vivo, nous avons démontré que la fisétine empéche la perte osseuse a la fois liée a I'ovariectomie et
celle induite par une inflammation aiglie (modéle d’injection de LPS- lipopolysaccharides) (Liu et al.,
2010). Dans ces travaux, la densité minérale osseuse, les parametres micro-architecture et marqueurs
osseux ont été positivement modulés par la fisétine (Figure 1A et 1B).
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Figure 1A : La fisétine prévient la perte osseuse chez les souris ayant subi une ovariectomie (un modele animal
pour l'étude de l'ostéoporose), d'une maniere dépendante de la dose. Une semaine avant I'ovariectomie, des
souris (n = 12 / groupe) ont recu par voie orale de la fisétine a 5 et 25 mg / kg ou un placébo. Les animaux ont
été soumis a l'opération fictive (SH) ou ovariectomie (OVX), puis la fisétine ou le placébo ont été administrés par
voie orale pendant 4 semaines. (*) Significativement différent de SH, p < 0,05, (#) significativement différent de
OVX seul, p < 0,05.
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Figure 1B : La fisétine prévient la perte osseuse chez la souris lors d’'une inflammation aigiie (censée provoquer
une ostéopénie), d'une maniére dépendante de la dose. Une semaine avant l'injection de LPS, les souris (n = 12
/ groupe) ont regu par voie orale de la fisétine ou un placébo a 5, 25 et 50 mg / kg. Le véhicule (PBS) ou un
lipopolysaccharide (LPS-25 mg / kg) ont été injectés par voie sous- cutanée une fois par semaine pendant 3
semaines sur la calotte de souris recevant par voie orale la fisétine & 5, 25 et 50 mg / kg. (*) Significativement
différent de contrdle, p<0.05, (#) significativement différent de LPS-seul, p<0.05.

Ce composé trés puissant présente un double réle en favorisant a la fois I'activité des ostéoblastes et la
répression de la différenciation des ostéoclastes, a la fois in vivo et in vitro. Le mécanisme d'action
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complet a été déchiffré. La fisétine favorise la différenciation et I'activité de pré-ostéoblastes primaires
en stimulant 'activité transcriptionnelle de Runx2 (Figure 2).
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Figure 2: La fisétine stimule le processus de minéralisation des ostéoblastes. Des cultures primaires de pré-
ostéoblastes de rats ont été stimulés avec de l'acide ascorbique et du bétaglycérophospphate pour induire la
minéralisation en présence de placébo ou de la fisétine (1 & 5 umolL). Aprés 9, 13, 17 et 21 jours de culture, la
zone minéralisée a été colorée avec l'alizarine rouge. La zone minéralisée a été quantifiée en utilisant le logiciel
Image J. De la méme fagon, apres 0, 3, 7 et 12 jours, l'activité de la phosphatase alcaline a été mesurée. (*)
Significativement différente de contrble, p<0.05, (#) significativement différent de AA / IGP-fisétine 0 pmollL,
p<0.05.

En outre, la fisétine est capable de réprimer la différenciation des ostéoclastes induite par RANKL ainsi
que démontré par une inhibition de la fusion cellulaire et de I'activité de TRAP (Figure 3).

BMC
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Figure 3: Les précurseurs d'ostéoclastes RAW264.7 ont été pré-incubés avec le véhicule ou des doses
différentes de fisétine pendant 3 heures, puis induites a se différencier en présence de RANKL avec ou sans 1 a
5 umol/L de fisétine.

Enfin, toutes les voies de signalisation impliquées dans l'inhibition de la différentiation ostéoclastique
sont intégrées au niveau de la Figure 4. L'utilisation de technologies d’invalidation d’expression génique
par shRNA et la production de lignées cellulaires stables, ont en outre permis de démontrer que
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I'activité de la fisétine est médiée par MKP-1, la phosphatase qui désactive p38 et JNK. Ainsi, la fisétine
devrait étre davantage considérée comme un agent de protection osseuse.

a
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Figure 4: Voies moléculaires par lesquelles la fisétine contrdle la physiologie osseuse.

En conclusion, ce travail présente un intérét majeur pour :

- Le Monde de la recherche: concept scientifique innovant combiné a une approche scientifique solide ;

- Les Autorités et les systémes de santé publique: nécessité d’alternatives validées (les stratégies
actuelles reposent principalement sur les thérapies a base de médicaments curatifs qui ont montré des
effets secondaires déléteres) ;

- Les Consommateurs: nouvelles options de prévention pour améliorer la santé et la qualité de vie ;
- Le Secteur industriel: projet fondé sur la science dans un marché en plein essor.
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