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Résume

Les sociétés économiquement développées sont confrontées a la problématique du
vieillissement de leur population associée a la recrudescence des pathologies dégénératives.
Parmi les manifestations du vieillissement, I’atteinte de I’appareil locomoteur (ostéoporose et
sarcopenie) est considérée comme un probleme majeur de santé publique. De ce fait, le
développement de mesures préventives permettant de préserver la santé des séniors constitue
un véritable enjeu de santé publique. La recherche scientifique fournit de nombreuses preuves
concernant I’importance de I’alimentation dans la diminution ou I’exacerbation de certaines
maladies. Ces observations confirment le vieux concept soutenant que I’adoption d’une
alimentation équilibrée permet le maintien d’un état de santé satisfaisant, en particulier avec
I’avancee en age. A ce jour, le potentiel de I’huile d’olive, en tant que telle ou comme vecteur
de nutriments lipophiles d’intérét pour la prévention nutritionnelle de I’ostéoporose et de la
sarcopenie, n’a jamais été teste.

La prévalence de I’ostéoporose étant trés supérieure chez la femme ménopausée qui
souffre également d’une perte musculaire accélérée, cette population a été ciblée dans la
présente étude.

Dans une premiére étape, des résultats originaux ont été obtenus concernant I’effet de
I’ovariectomie sur le métabolisme musculaire. Ainsi, notre travail montre qu’apres ablation
des ovaires, la synthése protéique musculaire est réduite, en association avec une diminution
d’un marqueur de la protéolyse de ce tissu. Pris dans son ensemble, ces résultats démontrent
un ralentissement du renouvellement protéique musculaire suite a I’ovariectomie. En termes
de mécanismes mis en jeu, une augmentation de I’infiltration lipidique tissulaire a été
observée. En paralléle du ralentissement du renouvellement musculaire aprés ovariectomie,
une augmentation du renouvellement osseux, classiqguement décrit dans la littérature, a été mis
en évidence.

Dans un second temps, I’effet de I’huile d’olive et plus particulierement des
polyphénols présents dans cet aliment en association avec la vitamine D et I’acide
docosahexaénoique et leur éventuelle synergie a été évalué a I’aide d’un modele
d’ostéoporose post-ménopausique. Des souris ovariectomisées ont été soumises a une des 4
huiles suivantes : huile de mais, huile d’olive raffinée, huile d’olive extra vierge ou huile de
poisson. Pour chaque huile, un groupe supplémentaire de souris ovariectomisées a recu de
I’huile enrichie en vitamine D. Cette étude a permis de mettre en évidence un effet protecteur
de I’association de I’huile d’olive extra vierge et de la vitamine D sur la perte osseuse induite
par I’ovariectomie chez la souris. En effet, I’accélération du renouvellement osseux
consécutive a la carence estrogénique est freinée par cette association de nutriments, qui
diminuent également I’expression des marqueurs du stress oxydant et de I’inflammation. Les
résultats obtenus sont en cours de validation chez I’Homme gréace a une investigation clinique
réalisée chez des femmes ménopausées. Celle-ci a été mise en place au cours de ces travaux
de these.






Abstract

Economically developed societies face the problem of an aging population combined
with the increase in degenerative diseases. Among the signs of aging, musculoskeletal
pathologies (osteoporosis and sarcopenia) are considered major public health problems.
Therefore, the development of preventive measures to preserve seniors’ health is a real public
health issue. Scientific research provides ample evidence of the importance of diet in diseases
reduction or exacerbation. These observations confirm the old concept arguing that the
adoption of a balanced diet helps to maintain a healthy life, especially with advancing age. To
date, the potential of the olive oil, as such or as a vector of lipophilic nutrients, for the
prevention of osteoporosis and sarcopenia, has never been tested.

As the prevalence of osteoporosis is much higher in postmenopausal women who also
suffer from an accelerated muscle mass loss, this population was targeted in this study.

In a first step, original results were obtained regarding the effect of ovariectomy on
muscle metabolism. Thus, our work showed that after removal of the ovaries, muscle protein
synthesis was reduced in association with a decrease in the expression of a proteolysis marker
of this tissue. Taken together, these results suggest a slowing down of muscle protein turnover
after ovariectomy. In terms of mechanisms, an increase in lipid tissue infiltration was
observed. The slowdown in muscle protein renewal after ovariectomy was associated with an
increased bone turnover, classically described in the literature.

In a second step, the effect of olive oil and more particularly its polyphenols in
combination with vitamin D and docosahexaenoic acid and their possible synergy was
assessed using a postmenopausal osteoporosis model. Ovariectomized mice were subjected to
one of the following oils: corn oil, refined olive oil, extra virgin olive oil or fish oil. Four
additional groups of ovariectomized mice received the oil fortified with vitamin D. This study
demonstrated a protective effect of the combination of virgin olive oil and vitamin D on bone
loss induced by ovariectomy in mice. Indeed, the acceleration of the bone turnover induced by
the estrogen deficiency was inhibited by this combination of nutrients, which also decreased
the expression of oxidative stress and inflammation markers. These results are currently being
validated in a clinical investigation conducted in postmenopausal women, which has been
established during this thesis work.
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Avant propos

Les sociétés économiquement développées sont confrontées a la problématique du
vieillissement de leur population associé a la recrudescence des pathologies dégénératives.
Parmi les manifestations de la sénescence, I’atteinte de 1’appareil locomoteur (ostéoporose et
sarcopénie) est considérée comme un probleme majeur de santé publique. Il a effectivement
été estimé que 1’ostéoporose (maladie du squelette caractérisée par une fragilité osseuse)
atteint 70% des femmes de plus de 80 ans en France. De méme, la sarcopénie (réduction
progressive de la masse et de la force musculaire et/ou de la performance physique) affecte
plus de 23% des femmes francaises entre 60 et 78 ans, prévalence qui est augmentée chez les
femmes ostéoporotiques. Ces pathologies handicapantes diminuent la capacité de mouvement,
conduisent a la perte d’autonomie des personnes agées (chutes, fractures) et a une
augmentation de la mortalité.

Devant les nombreux effets secondaires des traitements anti-ostéoporotiques,
I’absence de traitements médicamenteux de la sarcopénie et l’inexistence de moyens
prophylactiques, les professionnels de santé recommandent le développement de nouvelles
stratégies de prise en charge de ces pathologies. La recherche scientifique fournit de
nombreuses preuves sur I’importance de 1’alimentation dans la diminution ou I’exacerbation
de maladies, qui soutient I’hypothése qu’une bonne alimentation permet le maintien d’une
bonne santé, notamment au cours du vieillissement (Sacco, Horcajada et al. 2013).

L’installation d’un statut inflammatoire de bas grade et une augmentation du stress
oxydant sont des processus communs au vieillissement et a 1’établissement et I’exacerbation
de D'ostéoporose et de la sarcopénie. A ce titre, les nutriments dotés de propriétés
antioxydantes et/ou anti-inflammatoires constituent une possibilité innovante de stratégie de
prévention nutritionnelle de ces processus dégénératifs. Il s’agit notamment de certains acides
gras et des polyphénols. L huile d’olive est un vecteur particulierement intéressant, compte
tenu de sa composition et sa richesse en polyphénols et de la qualité de ses acides gras. De
plus, sa forte consommation a été réguliecrement évoquée pour expliquer, au moins
partiellement, le bénéfice santé du régime méditerranéen. Les données épidémiologiques sont
d’ailleurs corroborées par une étude clinique et surtout par 1’expérimentation animale qui ont

permis de démontrer le potentiel protecteur de I’huile d’olive, et de certains de ses






polyphénols (oleuropéine, hydroxytyrosol, tyrosol) sur différents tissus, dont le squelette et le
muscle. Un autre nutriment lipophile suscite actuellement un regain d’intérét pour son action
systémique potentielle, incluant un effet anti-inflammatoire. Il s’agit de la vitamine D, pour
laquelle les données récentes de la littérature démontrent des vertus biologiques qui iraient
bien au-dela d’une simple implication dans I’absorption intestinale du calcium et le
métabolisme phosphocalcique. De la méme fagon, il existe aujourd’hui un fort intérét pour les
acides gras polyinsaturés (AGPI) oméga 3 (w3) et plus particuliecrement pour 1’acide
docosahexaénoique (DHA), un AGPI o3 a longue chaine, qui possede des propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes.

Les stratégies nutritionnelles actuelles sont exclusivement basées sur une
supplémentation calcique et vitaminique D pour I’ostéoporose (Quesada-Gomez, Diaz-Curiel
et al. 2013) et centrées sur les apports protéiques pour la sarcopénie (Walrand, Guillet et al.
2011)). L’association de I’huile d’olive avec la vitamine D et le DHA ouvre des perspectives
intéressantes, sous réserve que leur effet soit scientifiquement démontré, et les mécanismes de

leur action explicités.

La premiere partie de mon manuscrit consistera en une revue bibliographique
organisée en trois chapitres. Le premier rappellera quelques notions sur la physiologie du tissu
osseux et du muscle strié squelettique. Le second sera focalisé sur I’ostéoporose et la
sarcopénie, leur définition et quelques données épidémiologiques suivi par la description des
mécanismes impliqués dans ces deux pathologies. Enfin le dernier chapitre de 1’introduction
sera consacré aux effets de 1’huile d’olive, de la vitamine D et du DHA sur les tissus osseux et
musculaires. La seconde partie de mon manuscrit présentera les objectifs et stratégies
adoptées dans mon travail de these dont les résultats seront exposés sous forme de deux
articles et de résultats complémentaires. La discussion générale sera consacrée a
I’interprétation des résultats obtenus et leur discussion par rapport aux connaissances

actuelles. Enfin, les perspectives qui découlent de mon travail viendront clore ce manuscrit.






Etude Bibliographique

1- Le systeme locomoteur

La locomotion est définie comme le déplacement actif d’un endroit a un autre
(Campbell and Reece 2004). Elle nécessite I’action combinée des muscles agissant comme
moteurs, mais aussi freins et ressorts (Dickinson, Farley et al. 2000) et d’un tissu rigide
soutenant le corps, les os (Marieb 1999; Campbell and Reece 2004). Ces tissus aux fonctions
physiologiques, a la structure et aux propriétés tres différentes sont complémentaires pour la
locomotion et répondent de facon conjointe lors de sollicitations telles que la croissance ou le
vieillissement. Chaque tissu sera présenté séparément pour pouvoir aborder, dans une
deuxieme partie, les atteintes liées au vieillissement : I’ostéoporose et la sarcopénie. De plus,
au-dela de I’association fonctionnelle entre 1’os et le muscle, un vrai dialogue tissulaire et
cellulaire existe entre ces tissus. Celui-ci a fait I’objet d’une revue résumée dans cette étude

bibliographique (paragraphe 2-5) et figurant en Annexe de ce manuscrit.

1-1- Le tissu osseux

Le squelette humain est constitué de plus de 200 os, qui peuvent étre classés d’un
point de vue macroscopique : les os longs (le fémur, le tibia, la clavicule et les phalanges), les
os courts (les carpes et tarses), les os plats (le crane, la mandibule et le sternum) et les os
irréguliers (les vertebres et le coccyx) (Clarke 2008). Chaque os est composé de tissu
conjonctif caractérisé par la présence d’une matrice minéralisée dans laquelle sont enchassés
des ostéocytes (Campbell and Reece 2004). Le tissu osseux est une structure dynamique, qui
se renouvelle constamment et c’est 1’équilibre entre les phases organiques et minérales qui lui

confere des propriétés de rigidité mais aussi d’élasticité (Toppets, Pastoret et al. 2004).

1-1-1- Les fonctions du systéme osseux

Le systeme osseux remplit différentes fonctions. Il permet de soutenir les tissus mous
et de protéger les organes internes vitaux. Ainsi, le cerveau est contenu dans la boite
cranienne, la cage thoracique renferme les poumons et le coeur et les os longs protegent la

moelle osseuse rouge, siege de I’hématopoiese, et la moelle osseuse jaune qui est un tissu
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adipeux. Il assure la locomotion conjointement avec les muscles striés squelettiques auxquels
il sert de point d’attache. De plus, les sels minéraux constitutifs de 1’os (principalement le
calcium et le phosphore) peuvent étre mobilisés ou stockés pour maintenir leur homéostasie.
Ainsi, le tissu osseux, avec l’intestin et les reins, assure le contrfle du métabolisme

phosphocalcique (Tortora and Grabowski 1994; Toppets, Pastoret et al. 2004).

1-1-2- Structure de I’os long

L’humérus est généralement utilis€ comme modele pour décrire la structure de 1’os
long (Figure 1). Un os long se caractérise par une partie centrale, la diaphyse, qui se poursuit
en cones appelés les métaphyses et se terminent en deux extrémités élargies, les épiphyses
(Tortora and Grabowski 1994; Toppets, Pastoret et al. 2004). Le périoste est une fine couche
de tissu conjonctif qui recouvre 1’os au niveau de la diaphyse, les épiphyses étant recouvertes
de cartilage. L endoste est la couche interne de 1’os, séparant 1’os de la moelle osseuse. Ces
deux couches contiennent des cellules osseuses : des ostéoblastes et des ostéoclastes, ainsi que

des vaisseaux sanguins (Clarke 2008).

1-1-2-1- La diaphyse, épiphyse et métaphyse

La diaphyse constitue 1’axe longitudinal de I’os (Figure 1). Il s’agit d’un cylindre d’os
cortical, qui entoure une lacune : le canal médullaire. Chez 1’adulte, ce canal ou cavité est
rempli de moelle osseuse jaune parcourue de vaisseaux sanguins (Marieb 1999). Les
épiphyses contiennent un réseau d’os trabéculaire, qui renferme la moelle osseuse rouge. L’os
trabéculaire est recouvert d’une fine couche d’os cortical, lui-méme recouvert de cartilage
articulaire. Ce dernier assure le glissement des piceces osseuses lors des mouvements de
I’articulation et amortit les chocs lors de la locomotion (Marieb 1999). La métaphyse est la
zone de jonction entre la diaphyse et les épiphyses. Elle renferme le cartilage de conjugaison,
qui se minéralise en totalité a la fin de la croissance (Tortora and Grabowski 1994; Toppets,

Pastoret et al. 2004).

1-1-2-2- Le périoste et I’endoste

Le périoste est ’enveloppe qui recouvre ’extérieur de 1’os, a I’exception des
articulations, recouvertes de cartilage articulaire (Figure 1). Ce tissu, trés vascularisé, est
constitué¢ d’une membrane externe fibreuse, le périoste fibreux, et d’'une couche ostéogénique

interne, le périoste cellulaire. Le périoste fibreux est un tissu conjonctif dense et irrégulier,
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constitué¢ d’un réseau de fibres de collagene. Il contient les vaisseaux sanguins, les vaisseaux
lymphatiques et les nerfs qui traversent 1’os. Le périoste cellulaire renferme des cellules
mésenchymateuses, des cellules ostéoprogénitrices, des ostéoblastes, des ostéoclastes ainsi
que des vaisseaux sanguins et des fibres élastiques. Il est attaché a la surface externe de 1’os
cortical par d’épaisses fibres de collagene : les fibres de Sharpey, qui s’étendent jusqu’a
I’intérieur de la matrice osseuse. Le périoste sert de point d’attache aux ligaments et aux
tendons. En effet, les fibres de collagene des ligaments et des tendons s’entremélent a celles
du périoste et les traversent pour s’insérer sur le tissu osseux sous-jacent. Enfin, le périoste
joue un rdle dans la nutrition, la croissance et la réparation de 1’os (Tortora and Grabowski
1994; Toppets, Pastoret et al. 2004; Clarke 2008).

L’endoste est une membrane de tissu conjonctif qui recouvre les surfaces internes des
os. On distingue 1’endoste cortical tapissant 1’0os cortical attenant a la cavité médullaire,
I’endoste trabéculaire recouvrant les travées osseuses épi-métaphysaires et 1’endoste
ostéonien dans les canaux de Havers qui traversent I’os cortical (Figure 2). Cette membrane
contient des vaisseaux sanguins, des ostéoblastes, des ostéoclastes et des cellules souches
mésenchymateuses. L.’endoste ostéonien relie le périoste et I’endoste cortical via les canaux

de Volkman (Marieb 1999; Toppets, Pastoret et al. 2004; Clarke 2008).

1-1-2-3- L’os cortical et I’os trabéculaire

Selon leur degré de porosité, on peut distinguer 1’os cortical dense (5 a 30%) et 1’os
trabéculaire spongieux (30 a 90%) (Toppets, Pastoret et al. 2004). L’os cortical, représentant
80% du squelette (Bonnick 1998), est retrouvé au niveau de la diaphyse des os longs et forme
la couche externe de tous les os (Tortora and Grabowski 1994; Souberbielle 2000). C’est un
tissu épais, dense et tres résistant, dont la densité minérale osseuse (BMD) est plus importante
que celle de I’os trabéculaire (Brandi 2009).

L’os trabéculaire, qui peut étre divisé en spongieuse primaire et spongieuse secondaire
(Hochberg, Silman et al. 2011) est principalement retrouvé au niveau des métaphyses et des
épiphyses des os longs. La spongieuse primaire est située directement sous la plaque de
croissance suivie de la spongieuse secondaire. L.’os trabéculaire est constitué de nombreuses
travées communicantes remplies de moelle osseuse et traversées par des vaisseaux sanguins.
Les travées sont disposées selon les forces de pression et de traction qui s’exercent sur 1’os
(Marieb 1999). L’architecture ainsi formée conditionne la résistance et la flexibilité de 1’os

(Seeman 2009). De plus, le réseau trabéculaire permet d’augmenter la surface d’échange, ce






qui fait de lui un lieu privilégié pour le remodelage osseux et lui confére son rdle majeur dans

I’homéostasie du calcium.

1-1-2-4- La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) osseuse est composée de 50 a 70% d’une phase
minérale, de 20 a 40 % d’une phase organique dont 2 a 5% de cellules, de 5% a 10% d’eau et
de moins de 3% de lipides (Sommerfeldt and Rubin 2001; Clarke 2008).

La partie organique est constituée a 90% par des fibres de collagene de type I
(Collal). Ces fibres sont organisées de facon parallele au sein d’une méme couche. Plusieurs
couches ayant des orientations différentes se superposent (Souberbielle 2000). Les fibres de
collagenes s’organisent de facon concentrique pour former des ensembles circulaires
nommés ostéons ou systeme de Havers avec, en leur milieu les canaux de Havers au sein
desquels circulent des capillaires sanguins et des fibres nerveuses (Figure 2). L’os trabéculaire
et I’os cortical sont tous deux composés d’ostéons (Clarke 2008). Les canaux de Volkmann,
contenant des vaisseaux sanguins, sont perpendiculaires aux canaux de Havers.

Les 10% restants sont constitués de protéines dites non collagéniques parmi lesquelles
se trouvent notamment I’ostéocalcine (OCN) qui intervient dans la minéralisation et qui
constitue un marqueur de la formation osseuse, I’ostéopontine (OPN) reliant I’hydroxyapatite
aux cellules osseuses, I’ostéonectine qui participe au processus de minéralisation par son
affinité pour le Collal et le calcium, la sialoprotéine osseuse et la thrombospondine qui
permettent 1’attache des cellules osseuses a la MEC via un récepteur membranaire de la
famille des intégrines et des protéogycanes (Souberbielle 2000).

La phase minérale est constituée d’hydroxyapatite (phosphate de calcium cristallis€)
dont la formule est Ca;o(PO4)s(OH), et qui est formée par les ostéoblastes (Clarke 2008;
Raggatt and Partridge 2010). Cette minéralisation détermine la dureté de 1’os. Ainsi, I’0s joue
un role primordial dans le métabolisme phosphocalcique et le calcium peut étre mobilisé pour

d’autres processus biologiques de I’organisme.

1-1-3- Les cellules osseuses
Les cellules correspondent a 2 a 5% de la matrice organique (Sommerfeldt and Rubin
2001). Il existe deux types principaux de cellules osseuses : les ostéoclastes et les cellules

ostéoblastiques.
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Figure 3 : Voie de signalisation de la différenciation ostéoclastique : le systtme OPG/RANK/RANKL.

Le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) se fixe a son récepteur et colony stimulating factor 1 receptor
(c-fms) pour activer les voies des mitogen-activated protein (MAP) kinases et des extracellular signal-regulated
kinases (ERK) ainsi que les facteurs c-Fos et PU.1.

Le receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) se fixe a son récepteur RANK s’il n’est pas
bloqué par I’ostéoprotégérine pour activer le facteur c-Fos et le TNF receptor associated factor 6 (TRAF6). Ce
dernier active alors les facteurs c-Jun N-terminal kinase (c-JNK) et nuclear factor-kappaB (NF-kB) qui induit le
nuclear factor of activated T-cells c1 (NFATc1). Le facteur c-Fos permet I’autoamplification de NFATcI.

Les ostéoclastes ainsi différenciés secretent la tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), la cathepsin K (Ctsk),
le calcitonin receptor (CTR) et I’integrin B3 (Itg- f3)



1-1-3-1- Les ostéoclastes

Les ostéoclastes ou cellules ostéorésorbantes sont responsables de la résorption de 1’os
au niveau des lacunes de Howship (Sommerfeldt and Rubin 2001). Tout comme les
macrophages, ils dérivent des cellules souches hématopoiétiques (Udagawa, Takahashi et al.
1990; Suda, Takahashi et al. 1992) et sont localisés au niveau de I’endoste au sein des
systemes de Havers et en dessous du périoste avec une densité cellulaire de 2 a 3 cellules par
um’ (Roodman 1996). Il s’agit de cellules migrantes, multinuclées et polarisées, formées par
la fusion de progéniteurs de la famille des monocytes et des macrophages (Teitelbaum 2000).
Les ostéoclastes ont une durée de vie de 2 semaines environ (Manolagas 2000; Manolagas
and Parfitt 2010). La présence de lysosomes, de vacuoles, de mitochondries en forte
concentration et d’une membrane apicale capable de former un joint étanche avec la matrice
calcifiée rend ces cellules hautement spécialisées (Walker 1972; Lakkakorpi, Tuukkanen et al.
1989; Pfaff and Jurdic 2001; Sommerfeldt and Rubin 2001). Toutes ces caractéristiques
permettent aux ostéoclastes de sécréter des enzymes et des ions H+ dans une zone définie de
’0s et ainsi de dissoudre des cristaux d’hydroxyapatite et de dégrader de la matrice organique
de facon ciblée (Vaananen, Zhao et al. 2000). Deux molécules sont nécessaires et suffisantes a
la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes : le macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF) et le receptor activator of nuclear factor kappa B (RANK) ligand
(RANKL). Ces facteurs sont secrétés majoritairement par les cellules stromales de la moelle
osseuse ou par les ostéoblastes qui en découlent (Udagawa, Takahashi et al. 1990; Teitelbaum
2000). Le M-CSF accroit la prolifération et la survie des précurseurs ostéoclastiques (Wagner
and Karsenty 2001). 11 se lie a son récepteur colony stimulating factor 1 receptor (c-fms) au
niveau des pré-ostéoclastes et active les voies des mitogen-activated protein kinases (MAPK)
et des extracellular signal-regulated kinases (ERK) ainsi que les facteurs c-Fos et PU.1
pendant la phase précoce de la différenciation (Figure 3) (Ross 2006; Boyce, Yao et al. 2009;
Kular, Tickner et al. 2012). En paralléle, la fixation de RANKL a son récepteur RANK, situé
a la surface des précurseurs ostéoclastiques, amorce un mécanisme en 3 é&tapes: le
déclenchement (jusqu’a I’activation du nuclear factor of activated T-cells c1 (NFATcl)),
I’amplification (de NFATcl) et le ciblage (des génes par NFATcl) (Kuroda and Matsuo
2012). Tout d’abord, le tumor necrosis factor (TNF) receptor associated factor 6 (TRAF6) est
activé et régule a son tour le nuclear factor-kappaB (NF-kB) nécessaire a 1’induction du
nuclear factor of activated T-cells ¢l (NFATc1) (Takayanagi, Kim et al. 2002; Asagiri and
Takayanagi 2007). Le facteur c-Fos, aussi induit par la liaison de RANK a RANKL, est alors
nécessaire a ’autoamplification de NFATcl (Huang, Chang et al. 2006; Asagiri and
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Figure 4 : Voie de signalisation de la différenciation ostéoblastique : la voie Wnt/p-caténine.

La fixation d’un ligand Wnt au complexe composé du récepteur frizzled et des low-density lipoprotein receptor-
related protein 5 (LRP5) et LRP6 conduit a la translocation de la B-caténine vers le noyau ou elle active le
facteur de transcription Runx2. Ce dernier active le facteur ostérix qui est aussi sous le contrdle de NFATcI.
Runx 2 et ostérix déclenchent la transcription de I’alcaline phosphatase (ALP), du collagéne de type I (Collal)
et de I'ostéocalcine (OCN), exprimés par des ostéoblastes différenciés.



Takayanagi 2007). De plus, suite a I’activation par RANKL, TRAF6 active aussi la c-Jun N-
terminal kinase (c-JNK), membre de la famille des MAPK, qui est impliqué dans la
signalisation de 1’ostéoclastogenese (Kim, Lee et al. 1999). Les ostéoclastes ainsi différenciés
secrétent la tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) dont I’activité est utilisée en tant que
marqueur ostéoclastique mais aussi la cathepsin K (Ctsk), le calcitonin receptor (CTR) et

I’integrin B3 (Itg-B3) (Kular, Tickner et al. 2012).

1-1-3-2- Les cellules ostéoblastiques
La lignée ostéoblastique comprend les préostéoblastes, les ostéoblastes, les ostéocytes

ainsi que les cellules bordantes (Long 2012).

Les ostéoblastes

Les ostéoblastes, ainsi que les chondrocytes, les adipocytes et les myocytes dérivent
d’un précurseur commun, la cellule souche mésenchymateuse (Pittenger, Mackay et al. 1999;
Bianco, Riminucci et al. 2001). L’expression du facteur Sox-9 induit la différenciation en
chondrocytes, celle du myogenic differentiation factor (MyoD), la voie myoblastique,
I’expression du proliferator activated receptor y2 (PPARy2) induit la différenciation
adipocytaire alors que celle du Runt-related transcription factor 2 (Runx2 ou Ctbal) est
nécessaire pour la différenciation vers le lignage ostéoblastique. Les ostéoblastes forment une
couche de cellules cuboides localisées a la surface de I’os au niveau des sites de formation
osseuse (Sommerfeldt and Rubin 2001). Leur durée de vie est de 3 mois environ (Manolagas
2000; Manolagas and Parfitt 2010) et leur réle principal est la synthése de la matrice
extracellulaire (Clarke 2008). L’alcaline phosphatase (ALP) et I’OCN, généralement utilisées
comme marqueurs de la formation osseuse, participent a la minéralisation de la matrice
extracellulaire par dépot de cristaux d’hydroxyapatite (Orimo 2010; Kular, Tickner et al.
2012). Les ostéoblastes secrétent aussi des cytokines (M-CSF, tumor necrosis factor-a (TNF-
a), interleukine-1 (IL-1), IL-6 et IL-11) et des facteurs de croissance pouvant étre piégés au
sein de la MEC osseuse et qui jouent un role fondamental dans la régulation du remodelage
osseux et de la minéralisation.

D’un point de vue moléculaire, le facteur Runx2 ainsi qu’ostérix dont I’expression est
dépendante de Runx2 sont indispensables a la formation osseuse (Figure 4) (Long 2012).
Ostérix compléte ’action de Runx2 sur les précurseurs ostéochondroblastiques en

déterminant ’orientation ostéoblastique pure (Nakashima, Zhou et al. 2002). Runx2, qui
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Figure 5 : Le réseau lacuno-caniculaire (Bonewald 2011).



active I’expression de I’OCN par les ostéoblastes différenciés, est sous I'influence de
nombreuses bone morphogenetic proteins (BMPs) et du transforming growth factor B (TGF-
B) (Ducy, Zhang et al. 1997; Ducy, Schinke et al. 2000). NFATcl régule 1’expression
d’ostérix, qui active en retour I’expression des genes codant pour des protéines de la MEC
comme le Collal, la sialoprotéine osseuse, I’ostéonectine et I’OCN (Nakashima, Zhou et al.
2002; Koga, Matsui et al. 2005; Zhang 2012). Ces facteurs de transcription (Runx2 et ostérix)
sont sous le contrdle principal de la voie Wnt/B-catenin, dont la voie canonique a été la plus
étudiée (Long 2012). Les ligands Wnt se lient a un récepteur composé du récepteur frizzled et
de la low-density lipoprotein (LDL) receptor-related protein 5 (LRP5) et LRP6. La fixation
d’un ligand au complexe conduit a la translocation de la B-catenin vers le noyau ou elle active
la transcription des genes cibles dont I’ALP, le Collal et ’OCN (Westendorf, Kahler et al.
2004; Kubota, Michigami et al. 2009). Les voies de signalisation Hedgehog, Notch, des
BMPs et du fibroblast growth factor (FGF) sont aussi impliquées dans la différenciation
ostéoblastique (Kular, Tickner et al. 2012; Long 2012). Le r6le du facteur insulin like growth
factor 1 (IGF-1) a été examiné récemment par Tahimic (Tahimic, Wang et al. 2013) qui
montrait qu’IGF-1 stimule la survie, la différentiation et la maturation des ostéoblastes ainsi
que le la biosyntheése matricielle.

Lors de la minéralisation, 60 a 80% des ostéoblastes meurent par apoptose, le reste

évolue en ostéocyte ou en cellule bordante.

Les ostéocytes

Les ostéocytes, représentant 90 a 95% des cellules du tissu osseux mature, sont des
ostéoblastes emmurés dans la MEC qu’ils synthétisaient. Leur durée de vie, qui peut atteindre
50 ans, est la plus longue parmi les cellules osseuses (Manolagas and Parfitt 2010). Ils sont
interconnectées par le biais de prolongements cytoplasmiques, contenus dans des canalicules
et reliés entre eux par des jonctions communicantes Gap (Figure 5) (Cowin 2007; Bonewald
2011). Les cellules bordantes, les ostéoblastes et des cellules de la moelle osseuse sont aussi
reliées a ce systeme lacuno-caniculaire (Long 2012). Ce réseau dense de canalicules permet
notamment la circulation des nutriments, des minéraux, des hormones et des molécules
secrétées (Souberbielle 2000). De plus, le réseau lacuno-caniculaire est considéré comme
étant le site de la transduction et de la transmission du signal aux ostéoblastes et aux
ostéoclastes, notamment en terme de modifications de la charge mécanique (Cowin 2007;
Klein-Nulend, Bacabac et al. 2012; Klein-Nulend, Bakker et al. 2012). En effet, les ostéocytes

seraient les cellules les plus mécanosensibles de 1’os (Klein-Nulend, van der Plas et al. 1995).
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Ainsi, ils modifieraient leur microenvironnement pour s’adapter aux signaux de charge
mécanique et les transmettre au sein du réseau (Wu, Schaffler et al. 2013). La charge
mécanique activerait majoritairement la voie de signalisation Wnt/B-catenin (Dallas, Prideaux
et al. 2013). In vitro, les contraintes de cisaillement induisaient la translocation nucléaire de [3-
catenin (Kamel, Picconi et al. 2010). De plus, la présence des 2 alleles du géne codant pour la
B-catenin était nécessaires a la réponse anabolique a la charge mécanique (Javaheri, Stern et
al. 2013) et les souris LRP5™ présentaient une réponse biaisée a la stimulation mécanique

(Sawakami, Robling et al. 2006).

Les cellules bordantes

Certains ostéoblastes se différencient en cellules bordantes qui recouvrent le tissu
osseux qui n’est pas en renouvellement. Ces cellules ont une durée de vie de 1 a 10 ans
(Manolagas and Parfitt 2010). Leur présence semblerait bloquer I’arrivée des ostéoclastes et

ainsi protéger le tissu osseux d’une résorption aléatoire (Kular, Tickner et al. 2012).
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Figure 6 : Anatomie du muscle strié squelettique (Dominique 2009).
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Figure 7 : La cellule satellite musculaire.
(http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21775/chQ1.html)



1-2- Le muscle strié squelettique

Les muscles squelettiques recouvrent généralement le squelette osseux et s’y attachent
(Marieb 1999). IIs représentent au moins 40% de la masse corporelle chez I’'Homme (Marieb

1999; Sanchez, Csibi et al. 2013).

1-2-1- Fonctions du muscle strié squelettique

La fonction principale du muscle strié squelettique est la motricité (Vandenburgh,
Chromiak et al. 1999). 1l permet aussi de maintenir la posture, de stabiliser les articulations et
70 a 80% de I’énergie produite en son sein se dissipent sous forme de chaleur (Marieb 1999).
Le muscle strié squelettique joue aussi un rdle dans la balance énergétique. De plus, les acides
aminés du muscle sont mobilisables pour d’autres processus physiologiques en situation
pathologique ou en absence de substrat protéique suffisant. Le muscle squelettique est un tissu
excitable, contractile, extensible et élastique, caractéristiques qui lui permettent de remplir ses

fonctions (Marieb 1999).

1-2-2- Structure du muscle strié squelettique

Le muscle est un tissu vascularisé et innervé qui se compose de cellules ou fibres
musculaires et de cellules satellites et qui est structuré par du tissu conjonctif (Marieb 1999).
Ainsi, chaque fibre est enveloppée par I’endomysium, elles se regroupent en faisceaux
délimités par le périmysium. Un ensemble de faisceaux forme le muscle qui est circonscrit par
I’épimysium (Figure 6) (Dominique 2009). Ces différentes gaines permettent de préserver
I’intégrité du muscle et de transmettre la force produite a 1’os. En effet, en se contractant, les
fibres tirent sur les différentes gaines qui sont reliées aux tendons, eux-mémes étant fixés aux

OS.

1-2-3- Les cellules musculaires

1-2-3-1- Les cellules satellites

Les cellules satellites musculaires sont des cellules souches, généralement quiescentes
mais capables de proliférer et de se différencier en cellules musculaires (Figure 7). La
proportion de cellules satellites dans le muscle est de 1 a 4% (Zammit 2008). Chez le sujet
adulte, les cellules satellites sont fréquemment recrutées pour le maintien, I’hypertrophie et la
réparation des fibres (Zammit 2008; Blaauw and Reggiani 2014; Ceafalan, Popescu et al.

2014). Sous l’influence de I’expression des facteurs MyoD, myogenic factor 5 (myf5),
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myogenic regulatory factor 4 (MRF4) et myogénine, les cellules satellites se différencient en
myoblastes, qui fusionnent alors avec une fibre musculaire préexistante ou entre eux pour

former une nouvelle fibre (Bentzinger, Wang et al. 2012; Yin, Price et al. 2013).

1-2-3-2- La fibre squelettique

Les fibres musculaires sont des cellules multinuclées issues de la fusion de myoblastes
et allongées dans le sens de la longueur du muscle (Figure 6) (Marieb 1999). Elles sont
caractérisées par la présence d’un cytosquelette spécialis€é agencé en myofibrilles, d’un
nombre important de mitochondries, d’un réticulum sarcoplasmique, de tubules transverses et
d’une quantité importante de glycogene.

Les myofibrilles qui sont les éléments contractiles de la fibre musculaire, constituent
environ 80% du volume de la cellule (Figure 6) (Marieb 1999). Les sarcomeres, unités de
base des myofibrilles, sont alignés en série dans le sens de la longueur pour faciliter la
génération d’énergie (Greising, Gransee et al. 2012), ce qui donne 1’aspect strié du muscle
(Figure 8) (Campbell and Reece 2004). Ils sont ancrés a la membrane plasmique grace a des
filaments de desmine, qui permettent aux fibres de conserver leur architecture et de se
contracter en bloc (Lodish, Baltimore et al. 1997). Chaque sarcomere est strictement organisé
par I’alternance des filaments épais, constitués de myosine et des filaments fins comportant
principalement des molécules d’actine, de tropomyosine et de troponine (Greising, Gransee et

al. 2012).

Les chaines lourdes de myosine

La myosine, constituant principal des filaments épais, est une protéine constituée de 2
chaines lourdes (MHC) et de 2 couples de chaines 1égeres (Greising, Gransee et al. 2012). 11
existe différentes isoformes de MHC. En général, chaque fibre musculaire n’en contient qu’un
seul type, ce qui permet de classifier les différents types de fibres musculaires selon
I’'isoforme de MHC qu’elles contiennent (Hamalainen and Pette 1995). Ainsi, il existe des
fibres de type I, Ila, IIx et IIb possédant respectivement des MHCI, MHCIla, MHCIIx et
MHCIIb. Chez I’'Homme, seules les fibres de type I, Ila et IIx sont présentes (Bottinelli and
Reggiani 2000), alors que les 4 isoformes sont retrouvés chez le rat et la souris. Ces isoformes
conferent des propriétés contractiles différentes aux fibres.

Les fibres de type I, a contraction lente, ont un faible diametre et sont tres
vascularisées. Elles posseédent une forte densité mitochondriale, peu de réserve en glycogene,

d’importantes réserves de triglycérides et sont riches en myoglobine. Elles sont caractérisées
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par un métabolisme énergétique de type oxydatif et une faible activité myosine-ATPase. Elles
sont recrutées lors d’exercices d’endurance et pour le maintien de la posture, de part leur
faible fatigabilité.

Les fibres Il ou a contraction rapide ont un diametre plus important, sont peu
vascularisées, pauvres en mitochondries et possedent d’importantes réserves de glycogene
plutdt que de triglycérides. Elles permettent d’effectuer des mouvements puissants ou intenses
de courte durée et sont ainsi tres fatigables. On distingue les fibres Ila a métabolisme oxydo-
glycolytique et les fibres de type IIx et IIb, a métabolisme glycolytique.

Méme si une fibre ne contient qu’un seul type de MHC, un muscle contient différents
types de fibres (Kim and Choi 2013). La proportion des types de fibres varie selon les
especes, le site anatomique et les individus (principalement selon le patrimoine génétique et
I’activité physique) (Schiaffino and Reggiani 2011). Par exemple chez I’'Homme, dans une
grande cohorte de personnes sédentaires ou actives, des 2 sexes, la proportion de fibres de
type I dans le muscle vastus lateralis de la cuisse (Figure 9) variait de 15 a 85% (Simoneau
and Bouchard 1989). Toutefois, le muscle soleus comporte en grande majorité des fibres de
type I et est ainsi un muscle oxydatif (Figure 9) (Schiaffino and Reggiani 2011). Le tibialis
anterior, le plantaris et I’ extensor digitorum longus (EDL) sont des muscles majoritairement
glycolytiques alors que le gastrocnemius et le quadriceps (dont fait partie le vastus lateralis)

sont des muscles mixtes, le gastrocnemius contenant plutdt des fibres rapides (Figure 9).

Chaque fibre est innervée par un seul neurone ou motoneurone, lui-méme relié a
plusieurs fibres musculaires d’un seul type formant ainsi une unité motrice (Figure 10). Les
fibres d’une méme unité motrice sont dispersées dans le muscle pour garantir un recrutement
et une contraction harmonieux. La synapse entre le motoneurone et la fibre musculaire

innervée est appelée jonction neuromusculaire.

La mitochondrie

En plus du cytosquelette spécialisé composé notamment des MHC, le muscle a besoin
d’énergie pour se contracter. La mitochondrie est le siege de la production d’énergie sous
forme d’adénosine triphosphate (ATP).

La mitochondrie posséde deux membranes mitochondriales, une externe et une
interne, qui délimitent trois milieux : le milieu extra-mitochondrial (cytoplasme de la cellule),

l'espace inter-membranaire et la matrice (Figure 11). La mitochondrie possede son propre
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ADN : I’ADN mitochondrial, qui code pour certaines protéines mitochondriales, les autres
étant codées par le génome nucléaire.

Pour produire de I’ATP, elle convertit les produits des métabolismes glucidique,
lipidique et protéique en CO; et en eau a 1’aide des 5 complexes protéiques qui composent la
chaine respiratoire : le complexe I ou NADH déshydrogénase, le complexe II ou succinate
déshydrogénase, le complexe III ou le cytochrome bcl, le complexe IV ou cytochrome c
oxydase et le complexe V ou ATP synthase et de 2 petites molécules : le cytochrome c et
I’ubiquinone (Figure 12) (Johannsen and Ravussin 2009). Fonctionnellement, des molécules
d’acétylcoenzyme A principalement, convergent vers le cycle de Krebs au sein de la
mitochondrie. Ces molécules sont obtenues par oxydation du pyruvate issu de la glycolyse,
par B-oxydation des lipides ou par protéolyse des protéines (Lunt and Vander Heiden 2011;
Koopman, Ly et al. 2014). La B-oxydation des lipides a lieu dans la mitochondrie, apres
conversion des acides gras en acylcoenzyme A dans le cytosol et transfert dans la
mitochondrie via une translocase. 1l s’agit d’une succession de réactions, chaque cycle
permettant la formation d’un acétylcoenzyme A, d’une molécule de NADH, H+ et d’une
molécule de FADH?2 (Figure 13). L’oxydation d’une molécule d’acétylcoenzyme A par les 8
réactions successives du cycle de Krebs permet la production d’une molécule d’ATP, de 3
molécules de NADH, H+ et d’une molécule de FADH2 (Figure 14). Ces cofacteurs
réduits tendent a donner facilement leurs électrons. Le transfert de ces électrons le long de la
chaine respiratoire s'accompagne de la création d'un gradient transmembranaire de protons.
Ces derniers retournent dans la matrice en passant a travers les ATP synthases, qui
convertissent 1’énergie ainsi libérée pour catalyser la formation d’ATP. Le mécanisme de
couplage entre 1’oxydation des nutriments et la formation d’ATP est appelé phosphorylation
oxydative. La majorité de I’ATP est générée par la glycolyse couplée a la phosphorylation
oxydative, chaque processus dépendant de la disponibilité en substrat et en oxygene et de la

demande énergétique de la cellule (Koopman, Ly et al. 2014).

1-2-3-3-  La contraction musculaire

Apres libération du neurotransmetteur acétylcholine par un motoneurone au niveau de
la jonction neuromusculaire, celui-ci diffuse et va se fixer sur ses récepteurs situés sur le
sarcolemme. L’activation des récepteurs cholinergiques nicotiniques induit I’ouverture d’un
canal intermembranaire qui permet la diffusion de Na* a I’intérieur et de K* a I’extérieur de la

cellule. Ces flux sont a l'origine d’un potentiel d’action qui se propage au niveau du
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Figure 16 : Raccourcissement du sarcomere lors de la contraction musculaire.



sarcolemme. Lorsque la dépolarisation atteint la zone de contact entre les tubules transverses
et le reticulum sarcoplasmique, les ions calcium retenus dans ce dernier sont libérés. lls
peuvent alors se fixer a la troponine qui change de conformation et entraine la tropomyosine,
ce qui libere le site de liaison de la myosine a I’actine (Figure 15). La liaison des 2 molécules
induit la libération de la molécule d’adénosine diphosphate (ADP) et du phosphate
inorganique liés a la myosine, modifiant ainsi sa conformation. La téte de la myosine, toujours
fixée a I’actine, bascule. Ainsi, la zone de superposition entre les filaments épais et les
filaments fins augmente et le sarcomére se raccourcit, contractant le muscle (Figure 16)
(Greising, Gransee et al. 2012). La fixation d’une molécule d’ATP libére la myosine qui
hydrolyse alors I’ATP en ADP. Cette réaction est exothermique et I’énergie libérée est
convertie par la myosine en force mécanique (Greising, Gransee et al. 2012; Koopman, Ly et
al. 2014). Le cycle d’accrochage, basculement, décrochage, hydrolyse d’ATP se poursuit tant
que du calcium est présent. La libération de calcium n’est que transitoire grace a I’action
rapide de pompes a calcium-ATPase situées au niveau de la membrane du réticulum
sarcoplasmique (Greising, Gransee et al. 2012). Ainsi, au repos, la concentration
intracytoplasmique de calcium est faible et le site de liaison de la myosine a I’actine est
masqué par la tropomyosine et la troponine.

Les fibres a contraction lente possedent moins de réticulum sarcoplasmique que celles
a contraction rapide (Campbell and Reece 2004). De cette facon, le calcium libéré reste plus
longtemps dans le cytosol, ce qui permet une contraction prolongée. De plus, ces fibres ont un
approvisionnement en énergie plus régulier grace a une meilleure irrigation et un nombre plus

important de mitochondries (Campbell and Reece 2004).
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Figure 17 : Analyses de fémurs de rats sain a gauche et ovariectomisé a droite obtenues par micro-
tomographie numérique.

Les niveaux de gris refletent la densité minérale osseuse : plus le pixel est blanc, plus la densité osseuse est forte.
L’os sain est caractérisé par la présence de nombreuses travées, dont le nombre est fortement diminué chez
I’individu ostéoporotique.

(Données de 1’étude animale sur le modele de la rate ovariectomisée)
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Figure 18 : Microarchitecture d’un os trabéculaire normal a gauche et d’un os ostéoporotique a droite.
(http://www.iofbonehealth.org/what-is-osteoporosis)



2- Vieillissement de I’appareil locomoteur

Différentes pathologies de [’appareil locomoteur surviennent au cours du
vieillissement, notamment 1’ostéoporose, la sarcopénie et I’arthrose. L’importance des
interrelations entre les tissus osseux et musculaires, ainsi que le développement parallele de
I’ostéoporose et de la sarcopénie nous a conduits a nous intéresser particulicrement a ces deux
tissus.

L’ostéoporose puis la sarcopénie seront définies avant d’exposer les données
épidémiologiques et notamment les chiffres concernant la prévalence des chutes et des
fractures ainsi que le colt sociétal induit. Ensuite, les mécanismes du renouvellement osseux
et musculaire, ainsi que leur dérégulation avec 1I’age et le role prépondérant du stress oxydant
et de I’inflammation, seront discutés. La derniere partie sera consacrée au résumé de la revue
de la littérature rédigée au cours de ces travaux de these sur les relations physiologiques,

cellulaires et moléculaires entre les deux tissus d’intérét.

2-1- L’ostéoporose et la sarcopénie, deux atteintes majeures du systeme

locomoteur

L’ostéoporose et la sarcopénie sont des pathologies répandues chez les personnes
agées, qui réduisent considérablement la qualité de vie en limitant la capacité a effectuer des
taches du quotidien, accélérant alors leur entrée en dépendance. De plus, elles sont a 1’origine

de chutes et de fractures qui augmentent la morbidité.

2-1-1- Définitions

2-1-1-1- L’ostéopénie et I’ostéoporose

L’ostéoporose signifie littéralement « os poreux » (Figure 17 et Figure 18) et est
définie comme : « une maladie squelettique systémique caractérisée par une faible masse
osseuse et une détérioration microarchitecturale du tissu osseux, avec une augmentation
conséquente de la fragilité osseuse et une sensibilité aux fractures » (Conference report 1993;
Klibanski, Adams-Campbell et al. 2001; Kanis, McCloskey et al. 2008; Bijlsma, Meskers et
al. 2012). I existe différentes formes d’ostéoporose dont 1’ostéoporose post-ménopausique et
I’ostéoporose sénile, réunies sous le terme ostéoporoses primaires. L’ ostéoporose induite par
d’autres pathologies comme I’hypogonadisme ou le diabete, 1’ostéoporose liée a une
immobilisation, a des déficiences nutritionnelles (en calcium et/ou vitamine D) ou a un

traitement médicamenteux (utilisation de glucocorticoides par exemple) sont appelées
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Figure 19 : Ostéodensitométrie lombaire (L1 a L4) d’une volontaire saine a gauche et d’une volontaire
ostéoporotique a droite.

Les niveaux de gris refletent la densité minérale osseuse : plus le pixel est blanc, plus la densité osseuse est forte.
(Données de 1I’étude clinique POlivD3).
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Figure 20 : Densitométries a mi-cuisse chez un sujet jeune et un sujet agé.
Chez le sujet 4gé il y a une réduction de 1’aire musculaire, une augmentation de la graisse sous-cutanée et une
augmentation de I’infiltration lipidique et de tissu conjonctif dans le muscle (Koopman, 2009).



ostéoporoses secondaires (Post, Cremers et al. 2010). Les ostéoporoses post-ménopausique et
sénile sont les formes d’ostéoporose ciblées par 1’étude présentée dans cette these.
L’ostéoporose de type I ou post-ménopausique intervient suite a 1’apparition d’une réduction
de I'imprégnation en estrogenes liée a la ménopause chez les femmes. L’ ostéoporose de type
IT ou ostéoporose sénile touche les personnes agées (a partir de 75 ans environ) et atteint aussi
bien les femmes que les hommes. Chez la femme agée, les deux ostéoporoses peuvent
cohabiter.

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le T-score est utilisé pour
diagnostiquer 1’ostéoporose. Il s’agit de la comparaison de la densité osseuse (mesurée
préférentiellement par absorption biphotonique a rayons X (DXA)) d’une personne a un
temps t par rapport a la densité osseuse théorique de 1’adulte jeune caucasien (30 ans) de
méme sexe, au méme site osseux. Ainsi, I’ostéoporose est définie comme une densité osseuse
qui se trouve a 2,5 écart-types ou plus, en dessous de la valeur de référence : T-score inférieur
ou égal a -2,5. Un T-score compris entre -1,1 a -2,4 signale une ostéopénie et est normal s’il
se trouve dans la fourchette 0 a -1,0 (Figure 19).

En général I’ostéoporose peut rester longtemps asymptomatique et a comme principale
conséquence la fracture osseuse, qui augmente considérablement la morbidité et la mortalité

des personnes agées (Chen, Zhou et al. 2013; Eastell 2013).

2-1-1-2- La sarcopénie

Le terme sarcopénie était proposé par Rosenberg en 1989 (1989). Dans un premier
temps, la définition était uniquement basée sur la perte de la masse musculaire (Baumgartner,
Koehler et al. 1998), et a été ensuite associée a la perte de la force musculaire (Morley,
Baumgartner et al. 2001) et/ou a la diminution de la performance physique (Figure 20). En
effet, I’European Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP, the Sarcopenia
Working Group) recommande d’utiliser le double critere, réunissant une faible masse
musculaire associée a une réduction de la fonction musculaire (force ou performance
physique) pour diagnostiquer les sujets sarcopéniques (Cruz-Jentoft, Baeyens et al. 2010). La
force musculaire est générée par un muscle en contraction et la performance est la capacité a
effectuer un mouvement.

L’EWGSOP a identifié différents stades dans le développement de la sarcopénie pour
une meilleure prise en charge des patients (Cruz-Jentoft, Baeyens et al. 2010). Ainsi, la pré-

sarcopénie est caractérisée par une diminution de la masse musculaire, la sarcopénie par une
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diminution de la masse musculaire et de la force ou de la performance musculaire et la
sarcopénie sévere associe les 3 criteres.

Contrairement a I’ostéoporose, il n’existe pas de consensus sur le ou les parametres de
mesure de la sarcopénie. En effet, des valeurs de référence ne sont a ce jour pas disponibles
(Cruz-Jentoft, Baeyens et al. 2010). En fonction du coft, de la disponibilité, de la simplicité
d’utilisation, de la précision et de la répétabilité des différentes mesures disponibles les
groupes EWGSOP et le Foundation for the National Institutes of Health (FNIH) ont
sélectionnés des méthodes de mesure, qui s’averent consensuelles (Cruz-Jentoft, Baeyens et
al. 2010; Dam, Peters et al. 2014). La DXA a été préférée pour la mesure de la masse
musculaire. Ainsi, la somme de la masse maigre ou masse musculaire des 4 membres est
effectuée (masse musculaire appendiculaire (ASM)), puis rapportée a 1’indice de masse
corporel (IMC) (Dam, Peters et al. 2014) ou a la taille au carré (indice relatif de masse
musculaire (RSMI)) (Baumgartner, Koehler et al. 1998; Newman, Kupelian et al. 2003;
Delmonico, Harris et al. 2007). Le dynamometre a été préconisé pour mesurer la force de
préhension (Fried, Tangen et al. 2001; Lauretani, Russo et al. 2003; Dam, Peters et al. 2014),
qui est corrélée a la force des jambes (Lauretani, Russo et al. 2003). Le test « short physical
performance battery » (SPPB) (Guralnik, Ferrucci et al. 2000; Delmonico, Harris et al. 2007;
Cesari, Kritchevsky et al. 2009) ou uniquement la vitesse de marche sur une distance de 4 ou
6 metres (Fried, Tangen et al. 2001; Lauretani, Russo et al. 2003; Dam, Peters et al. 2014) ont
été choisis pour estimer la performance physique. Le SPPB évalue 1’équilibre (capacité a se
tenir debout avec les pieds joints, en semi-tandem et en tandem), la marche sur une distance
de 4 metres et la capacité a se lever d’une chaise et a se rassoir a 5 reprises (Guralnik,
Simonsick et al. 1994).

D’autres indices ont aussi été utilisés dans les travaux sur la sarcopénie. Ainsi, la perte
de masse musculaire a été évaluée en utilisant le rapport entre la masse musculaire absolue (et
non I’ASM) déterminée par impédancemétrie (et non par DXA) et la taille au carré (Janssen,
Baumgartner et al. 2004; Tichet, Vol et al. 2008). D’autres équipes ont rapporté la masse
musculaire absolue mesurée par impédancemétrie au poids corporel, ce rapport étant multiplié
par 100 (Janssen, Heymsfield et al. 2002; Tichet, Vol et al. 2008). Newman et coll. ont utilisé
le RSMI et un second indice : I’ASM ajustée pour la taille et la masse grasse (Newman,
Kupelian et al. 2003). Dans une autre étude, les auteurs se sont servis de la section
transversale du quadriceps mesurée a mi-cuisse et rapportée au poids corporel (Ochi, Tabara
et al. 2010). La mesure de la force des muscles extenseurs du genou par dynamométrie a été

utilisée pour déterminer la force musculaire (Goodpaster, Park et al. 2006). En ce qui
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Figure 21 : Algorithme suggéré par I’ EWGSOP pour la recherche de cas de sarcopénie chez les personnes
agées (Cruz-Jentoft, Baeyens et al. 2010).
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Figure 22 : Estimation du nombre de femmes et d’hommes atteints d’ostéoporose en France (d’apres
Svedbom, Hernlund et al. 2013).
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concerne la performance physique, en plus de la vitesse de marche sur une distance de 4
metres, Lauretani et coll. (Lauretani, Russo et al. 2003) ont aussi évalué la capacité a marcher
pendant un kilometre sans difficulté (Lauretani, Russo et al. 2003).

L’EWGSOP a suggéré un algorithme pour identifier la sarcopénie (Figure 21), dont le
premier critere était une vitesse de marche inférieure ou égale a 0,8 m/s (Cruz-Jentoft,
Baeyens et al. 2010). Ce méme seuil a été proposé par le FNIH. De plus, pour ce dernier, une
faible masse musculaire correspondait a un rapport ASM/IMC inférieur a 0,789 pour les
hommes et inférieur a 0,512 pour les femmes et une force musculaire était considérée comme
faible quand la valeur mesurée était respectivement inférieure a 26 kg et 16 kg (Studenski,
Peters et al. 2014). En ce qui concerne ces 2 derniers criteres, TEWGSOP a récapitulé les
données de la littérature disponibles, sans toutefois faire un choix (Cruz-Jentoft, Baeyens et

al. 2010).

Une étude de comparaison des différents parametres de mesures de la sarcopénie a été
menée par le FNIH, et montrait que I’association positive entre les différents criteres utilisés
était faible, variant de 7 a 32% alors que I’association négative était de plus de 95% (Dam,

Peters et al. 2014). Ainsi, il serait plus facile d’exclure la sarcopénie que de la diagnostiquer.

2-1-2- Epidémiologie de I’ostéoporose et de la sarcopénie

En 2010 en France, 22 645 000 personnes avaient plus de 50 ans. Cette population est
estimée a 27 134 000 en 2025, ce qui correspondrait a une augmentation de 20% (Svedbom,
Hernlund et al. 2013). Selon I’OMS, la population mondiale des plus de 60 ans devrait tripler
entre les années 2000 et 2050, passant de 605 millions a 2 milliards de personnes (soitde 11 a
22% de la population).

Par ailleurs, I’allongement de la durée de vie associé a la diminution de I’activité
physique, et a une réduction de ’espérance de vie en bonne santé laisse supposer a une forte
augmentation du nombre de personnes atteintes d’ostéoporose et de sarcopénie dans les

années a venir.

2-1-2-1- Les données épidémiologiques de I’ ostéoporose
Selon la Société Francgaise de Rhumatologie, 39% des femmes de 65 ans sont atteintes

d’ostéoporose, ce chiffre augmente a 70% pour des femmes de 80 ans. La figure 22 met
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clairement en évidence I’augmentation de la prévalence de 1’ostéoporose avec le

vieillissement, et ce majoritairement chez les femmes (Svedbom, Hernlund et al. 2013).

2-1-2-2-  Les données épidémiologiques de la sarcopénie

Selon les estimations, plus de 50 millions de personnes sont affectées par la sarcopénie
dans le monde aujourd’hui et ce chiffre sera probablement multiplié par 4 en 2050 (Cruz-
Jentoft, Baeyens et al. 2010).

Les premieres données épidémiologiques étaient basées uniquement sur la perte de
masse musculaire. Dans 1’étude New Mexico Elder Health Survey, le critere ASM rapporté a
la taille au carré inférieure a deux écarts types de la moyenne d’un groupe de sujets a été
utilisé (soit 7,26 kg/m? pour les hommes et 5,45 kg/m? pour les femmes) (Baumgartner,
Koehler et al. 1998). Différentes populations ont été distinguées : les femmes et les hommes,
hispaniques ou non. Ainsi, 13,5 a 24,1% des sujets de moins de 70 ans, 18,3 a 36,4% des
sujets de 70 a 80 ans et de 43,2 a 60,0% des sujets de plus de 80 ans étaient identifiés comme
sarcopéniques (Baumgartner, Koehler et al. 1998). En France, 23,6% des femmes et 12,5%
des hommes agés de 60 a 78 ans étaient diagnostiqués comme sarcopéniques, en utilisant le
rapport de la masse musculaire mesurée par impédancemétrie sur le poids corporel (Tichet,
Vol et al. 2008). En utilisant les criteres de 'TEWGSOP, le FNIH a determiné une prévalence
de la sarcopénie de 5,3% pour les hommes et 13,3% pour les femmes de plus de 65 ans, et une
prévalence de la sarcopénie sévere de 0,7% pour les hommes et de 2,9% chez les femmes
(Dam, Peters et al. 2014).

Il a été mis en évidence que la prévalence de la sarcopénie (définie par un RSMI <
5,45 kg/m?) était augmentée de 8,9% chez des femmes ostéopéniques et de 33,9% chez des
femmes ostéoporotiques par rapport a celles ayant une BMD normale, un résultat tres

intéressant bien que non significatif (Walsh, Hunter et al. 2006).

2-1-3- Les chutes et les fractures

Au cours du vieillissement, les mouvements sont ralentis, la stabilité et 1’équilibre sont
affectés, ce qui contribue au risque de chutes et de fractures (Yu, Hedstrom et al. 2007; Ryall,
Schertzer et al. 2008). La sarcopénie multiplie par 3 le risque de chute (Landi, Liperoti et al.
2012), qui, associée a la fragilité osseuse, est a 1’origine de fractures (Manolagas and Parfitt
2010). Les chutes et les fractures engendrent une perte d’indépendance ainsi que

d’importantes dépenses de santé.
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En France en 2005, 24 % des personnes de 65 a 75 ans déclaraient étre tombées au
cours des 12 derniers mois (Danet 2011). Toujours en France en 2004, 450 000 chutes ont
nécessité un recours aux urgences hospitalieres. Selon I’OMS, chaque année dans le monde
37,3 millions de chutes requierent un suivi médical du fait de leur sévérité relative (Aide-
mémoire N°344 Octobre 2012). Ce chiffre correspondrait a environ 20% des chutes totales
(Francis 2001). Parmi la totalité des chutes, 10% seraient a I’origine de fractures (Francis
2001; Harada 2013). En plus des fractures dues aux chutes, 1’ostéoporose engendre des
fractures spontanées ou dues a de faibles impacts (Lelovas, Xanthos et al. 2008). Ainsi, parmi
les 70% des femmes de plus de 80 ans qui sont atteintes d’ostéoporose, 60% présentent au
moins une fracture. Les vertebres, le col du fémur et le poignet, qui sont soumis aux
contraintes mécaniques les plus fortes, sont tres susceptibles de fracturer chez les personnes
ostéoporotiques (Rachner, Khosla et al. 2011). Ainsi en France en 2010, 73 600 fractures de la
hanche, 55 600 fractures vertébrales et 56 100 fractures du poignet ont été dénombrées
(Svedbom, Hernlund et al. 2013). Le cofit associé a été estimé a 4,85 milliards d’euros dont
72,6% concernaient les femmes. Le colit de la premiere année apres une fracture représentait
65,5% de ces dépenses, 27,4% ont été utilisés pour couvrir le colit de I’invalidité a long terme
et seulement 7,1% ont été investis dans la prévention des fractures (Hernlund, Svedbom et al.

2013; Svedbom, Hernlund et al. 2013).

Le risque de chute a été estimé a 27% pour les personnes de plus de 65 ans, et il est
augmenté chez celles ayant déja subi une chute préalable (Ganz, Bao et al. 2007). Les
meilleurs prédicteurs d’une chute seraient une démarche ou un équilibre anormal (Ganz, Bao
et al. 2007). Dans une étude clinique, chez les sujets de plus de 65 ans, le risque d’avoir une
fracture dans le reste de leur vie était de 18% pour les hommes et de 52% pour les femmes
(Court-Brown, Clement et al. 2014), un risque qui était augmenté par une fracture antérieure
(Klotzbuecher, Ross et al. 2000). Le risque fracturaire est en augmentation dans les pays
développés a cause de I’accroissement de la durée de vie et a la sédentarisation (Eastell 2013).
En effet, le nombre de fractures en France devrait augmenter de 30% en 2025 pour atteindre
un total de 491 500 (Svedbom, Hernlund et al. 2013). Au niveau mondial, le nombre de
fractures dues a 1’ostéoporose devrait étre multiplié par 3 entre les années 1990 et 2050,

passant de 1,7 millions a 6,3 millions selon I’OMS (WHO 2002).

La forte incidence des chutes et des fractures est a I’origine d’une perte importante de

la qualité de vie ainsi que d’un tres fort coiit sociétal. Les chiffres mettent en évidence la tres
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faible part de budget investi dans la prévention. Ainsi, le développement de stratégies
nutritionnelles de prévention a faible colit pour la société, pourrait permettre de réduire les

dépenses budgétaires publiques engendrées par I’ostéoporose et la sarcopénie.

22



Inflammation

Diminution des S(:e i grgdet
. ress oxydan
apports en calcium u Augmentation
/ vitamine D de la masse
\Z adipeuse
Modifications /
hormonales
S N Densité minérale Tra}'tements
< médicamenteux
, . osseuse
Réduction e
de l'activité i
: ™ Pic de masse
physique l I osseuse
OSTEOPOROSE

Figure 23 : Facteurs de risque de I’ostéoporose.
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2-2- Mécanismes de 1’ostéoporose

Pour maintenir les qualités de rigidité et d’élasticité de I’os et pour répondre aux
besoins de I’organisme, notamment en ce qui concerne le calcium, celui-ci doit régulierement
étre renouvelé. Ainsi, les ostéoclastes et les ostéoblastes travaillent en tandem pour remodeler
le tissu osseux. Cependant, au cours du vieillissement, les mécanismes impliqués sont
dérégulés, conduisant, parmi de nombreux autres facteurs (Figure 23), a 1’ostéoporose. Les
mécanismes de ce remodelage et les régulations associées, ainsi que la dérégulation au cours
du vieillissement seront développés ci-dessous, en se limitant aux acteurs étudiés au cours de
ces travaux de these. De plus, quelques notions sur les traitements pharmaceutiques

disponibles et la modélisation de I’ostéoporose chez 1’animal seront abordées.

2-2-1- Le remodelage osseux

2-2-1-1- Mécanismes du remodelage osseux

Au cours de la croissance, le modelage osseux permet d’atteindre le pic de masse
osseuse. Chez I’adulte, on ne parle plus de modelage mais de remodelage osseux. Il permet de
maintenir la solidité des os en renouvelant le tissu, en remplacant 1’os endommagé mais aussi
en s’adaptant aux modifications de charge mécanique (Seeman 2009; Eriksen 2010). Environ
9% de l’os est renouvelé chaque année (environ 4% de 1’os cortical et 28% de 1’os
trabéculaire) (Manolagas 2000). C’est le dialogue entre les deux types cellulaires et la forte
régulation de la synchronisation des mécanismes qui sont les garants de 1’intégrité de I’os
(Del Fattore, Teti et al. 2012).

Le remodelage osseux se déroule au sein des unités multicellulaires de base (basic
multicellular unit (BMU)) qui comportent des ostéoclastes, des ostéoblastes, des ostéocytes,
des cellules bordantes et des capillaires (Kular, Tickner et al. 2012). Les ostéoclastes sont
situés a 1I’avant de la BMU et sont suivis par les ostéoblastes, les deux types cellulaires
formant ainsi un tandem (Manolagas and Parfitt 2010). Le processus peut étre découpé en 5
phases (Figure 24) (Souberbielle 2000; Marie and Halbout 2008). Au cours de la phase de
quiescence, les cellules bordantes recouvrent la surface osseuse et bloquent ainsi les cellules
résorbantes. Sous 1’impact différents stimuli tels que la parathormone (PTH), la 1,25-
dihydroxyvitamine D (1,25(OH),D) ou la prostaglandine-E2 (PGE2), les cellules bordantes se
rétractent pour laisser place aux ostéoclastes tout juste activés, ce qui se traduit par une
polarisation des cellules (Liu, Li et al. 2005; Boyce, Rosenberg et al. 2012). Celles-ci se fixent

alors a la matrice extracellulaire de maniere a former des jonctions étanches (Vaananen and
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Horton 1995; Jurdic, Saltel et al. 2006). En parallele, les cellules bordantes migrent pour
former une vofite au-dessus de la zone de remodelage, appelée « canopée » (Hauge, Qvesel et
al. 2001). Les ostéoclastes secretent alors des enzymes lytiques a I'origine de la création
d’une lacune de résorption appelée lacune de Howship (Sommerfeldt and Rubin 2001). La
présence de pompes a protons permet d’acidifier le compartiment et d’activer les enzymes
telles que la TRAP (Blair, Teitelbaum et al. 1989). Cette acidification entraine la dissolution
de la matrice inorganique qui précede la dégradation de la matrice organique (Blair, Kahn et
al. 1986). En effet, une fois libérées les protéines sont dégradées par des enzymes telles que la
collagénase lysosomale Ctsk (Gowen, Lazner et al. 1999; Li and Chen 1999). Les ostéoclastes
produisent également des métalloprotéases matricielles (MMP). Ces MMP jouent un rdle dans
la migration des ostéoclastes et I’initiation de la résorption osseuse (Delaisse, Andersen et al.
2003). Les protéines matricielles digérées dont les fragments de Collal sont transportées de
la lacune de résorption vers le milieu extracellulaire, par voie endo-exocytosique, d’ou ils
rejoignent la circulation sanguine (Vaananen 2005). Ainsi, les fragments de dégradation du
collagene tels que le C-telopeptide of type 1 collagen (CTX1) sont des marqueurs de la
résorption osseuse dosables dans le sérum (Boyce, Rosenberg et al. 2012). Les fibres laissées
par les ostéoclastes sont prises en charge et digérées par les cellules bordantes, qui de ce fait
nettoient la lacune de Howship avant de déposer une nouvelle couche de collagene (Everts,
Delaisse et al. 2002). La phase de résorption dure environ 2 semaines (Riggs, Khosla et al.
2002). Le mécanisme d’arrét de la résorption osseuse n’est pas connu. Cependant, le calcium
extracellulaire, les estrogenes ou la phagocytose d’ostéocytes par les ostéoclastes pourraient
faire partie des signaux impliqués (Hughes, Dai et al. 1996; Lorget, Kamel et al. 2000;
Seeman 2009). La phase de formation osseuse est précédée d’une phase intermédiaire au
cours de laquelle les ostéoclastes partent en apoptose (Kular, Tickner et al. 2012). Les
ostéoblastes élaborent alors la trame organique (tissu ostéoide) (Eriksen 2010; Raggatt and
Partridge 2010), majoritairement constituée de Collal (Clarke 2008). Cette dernicre se
minéralise suite au dépot de cristaux d’hydroxyapatite par les ostéoblastes. Ce processus est
controlé par la sécrétion ostéoblastique d’ALP et de protéines telles que I’OCN (Orimo 2010;
Raggatt and Partridge 2010) et les small integrin-binding ligand, N-linked glycoprotein
(SIBLING), dont fait partie I’OPN et qui jouent un role dans la nucléation et la croissance de
I’hydroxyapatite (Staines, MacRae et al. 2012). Pour maintenir le capital osseux, la quantité
de matrice formée doit étre identique a celle résorbée (Seeman 2009). La majorité des
ostéoblastes meure, les autres deviennent des cellules bordantes ou se retrouvent bloqués dans

la matrice osseuse formant ainsi des ostéocytes (Han, Cowin et al. 2004; Seeman 2009).
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Le volume moyen d’os remplacé par une BMU est de 0,025 mm® (Manolagas 2000).
En permanence, plusieurs millions de cycles de remodelage sont en cours, dont chacun a une
durée moyenne de 6 a 9 mois. Cependant, le temps nécessaire a un cycle de remodelage est
variable selon le site osseux et il est plus long pour I’os trabéculaire que pour 1’os cortical.

En parallele et en association avec la formation osseuse, a lieu 1’angiogenese, qui

constitue une étape clé du remodelage osseux (Taichman 2005; Seeman 2009).

2-2-1-2- Régulations

Le couplage ostéoblaste/ostéoclaste

La régulation spatio-temporelle de I’ostéoclastogenese et de 1’ostéoblastogenese assure
le maintien de la masse osseuse. En effet, I’ostéoblastogenese et ses régulateurs participent au
controle de 1’ostéoclastogenese et du volume d’os a résorber et 1’ostéoclastogenese et les
produits de résorption régulent I’ostéoblastogenese (Seeman 2009). Ce couplage peut se faire
par interaction directe entre les deux types cellulaires ou via la sécrétion de facteurs
paracrines. Apres différenciation des cellules, cette relation semble cependant moins directe
(Ducy, Schinke et al. 2000).

Les ostéoblastes et leurs précurseurs secretent les facteurs M-CSF, RANKL et
ostéoprotégérine (OPG) (Kular, Tickner et al. 2012; Rosenberg, Rosenberg et al. 2012). La
différentiation ostéoclastique ainsi que la polarisation des ostéoclastes se fait en réponse a
I’activation de RANK par son ligand RANKL (Figure 3) (Burgess, Qian et al. 1999; Li,
Sarosi et al. 2000). La sécrétion d’OPG, qui se lie a RANKL, permet de réguler la
différentiation et 1’activation des ostéoclastes (Simonet, Lacey et al. 1997). En effet, en se
liant 2 RANKL, OPG bloque la formation du complexe RANK-RANKL (Lacey, Timms et al.
1998; Udagawa, Takahashi et al. 2000). Ainsi, c’est la coordination de I’expression de
RANKL et d’OPG qui permet de moduler la résorption osseuse en contrOlant le niveau
d’activation de RANK (Boyle, Simonet et al. 2003). Par ailleurs, la diminution de RANKL
induit I’apoptose des ostéoclastes (Ikeda, Matsubara et al. 2008). La régulation du ratio
OPG/RANKL pourrait aussi contribuer au controle de la transition résorption/formation
osseuse (Gori, Hofbauer et al. 2000). De plus, I’induction de NFATc1 par RANKL provoque
la sécrétion d’interféron-f, qui inhibe la différenciation ostéoclastique en interférant avec
I’expression de c-Fos (Takayanagi, Kim et al. 2002; Boyce, Yao et al. 2009).

La sécrétion de facteurs de régulation, la libération de produits dérivant de la matrice
dégradée ou le contact cellulaire direct sont a I’origine de la régulation de la formation des

ostéoblastes par les ostéoclastes (Kular, Tickner et al. 2012). La sphingosine 1-phosphate
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sécrétée par les ostéoclastes augmente la survie et la migration des ostéoblastes et des
précurseurs ostéoclastiques de la circulation sanguine jusqu’a leur site de différenciation ainsi
que la production de RANKL (Ryu, Kim et al. 2006; Ishii, Egen et al. 2009). La semaphorin
4D exprimée par les ostéoclastes inhibe la formation osseuse en se fixant a son récepteur
ostéoblastique Plexin-B1. Cette interaction active la GTPase RhoA qui inhibe la voie IGF-1
(Negishi-Koga, Shinohara et al. 2011). De nombreux autres facteurs secrétés par les
ostéoclastes tels que des BMPs, I'IGF-1, I'IGF-2 et le TGF-f permettent de stimuler ou
d’inhiber la prolifération et/ou la différenciation des ostéoblastes (Wozney, Rosen et al. 1988;
Hayden, Mohan et al. 1995; Erlebacher, Filvaroff et al. 1998). C’est 1’équilibre entre ces
facteurs qui détermine 1’ orientation des cellules.

Le contact cellule-cellule par le biais de I’ephrinB2, exprimé a la surface des
ostéoclastes matures, et son ligand, la tyrosine kinase EphB4, exprimé en surface des
précurseurs ostéoblastiques, inhibe la résorption osseuse en ciblant la cascade cFos/NFATc1
et favorise la différenciation des ostéoblastes et la formation osseuse (Zhao, Irie et al. 2006;
Martin, Allan et al. 2010) facilitant ainsi la régulation spatio-temporelle entre
I’ostéoclastogenese et 1’ostéoblastogenese (Kular, Tickner et al. 2012). Par ailleurs, d’autres
structures cellulaires de contact comme les jonctions serrées de type GAP, connues pour
stimuler la différentiation ostéoblastique et la formation osseuse, ainsi que la formation et la
survie des ostéoclastes sont susceptibles d’intervenir dans ce contrdle du remodelage osseux

(Jiang, Siller-Jackson et al. 2007).

Le r6le de I'ostéocyte

Les osteocytes ont un role central dans la régulation du remodelage osseux en réponse
aux signaux mécaniques et hormonaux (Long 2012). En effet, I’ablation des ostéocytes
conduit a une fragilité osseuse, a des microfractures et a 1’ostéoporose chez de jeunes souris
(Tatsumi, Ishii et al. 2007).

Ainsi comme décrit dans le paragraphe « les ostéocytes » (page 9), les ostéocytes sont
les mécanosenseurs de 1’os et déclenchent le remodelage osseux (Cowin 2007) notamment via
la sécrétion de facteurs pro-remodelant. En effet, les ostéocytes produisent, comme les
ostéoblastes, le facteur RANKL (Nakashima, Hayashi et al. 2011). L’expression ostéocytaire
et le taux de la sclérostine (codée par le géne Sost), un inhibiteur ostéoblastique sont sous le
controle négatif de la charge mécanique (Robling, Niziolek et al. 2008). De plus, les
ostéocytes expriment le facteur Dickkopf-1 (DKKI1) (Kubota, Michigami et al. 2009),

susceptible d’étre exprimé de facon inversement proportionnelle a la charge mécanique
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(Bonewald and Johnson 2008; Agholme, Isaksson et al. 2011). Tout comme la sclérostine,
DKKI1 est un antagoniste de la voie LrpS/Wnt/B-catenin, inhibant ainsi 1’activité
ostéoblastique (Li, Zhang et al. 2005; Poole, van Bezooijen et al. 2005; Kubota, Michigami et
al. 2009).

Selon Seeman (Seeman 2009), un autre mécanisme de contrdle passerait par
I’apoptose ostéocytaire, qui pourrait €tre la premiere étape du remodelage osseux. L’ apoptose
des ostéocytes est induite par de nombreux facteurs dont la carence en estrogenes, les
marqueurs pro-inflammatoires ou pro-oxydants ou la charge mécanique par exemple
(Bonewald 2011). En effet, I’apoptose des ostéocytes précédait 1’ostéoclastogenese in vivo
(Clark, Smith et al. 2005; Aguirre, Plotkin et al. 2006). Cependant, les étapes de régulation
qui lient 1’apoptose des ostéocytes a la mise en place du remodelage osseux ne sont pas

connues (Seeman 2009).

L’homéostasie du calcium

L’hormone parathyroidienne (PTH) et la calcitonine participent au métabolisme
phosphocalcique, tout comme la vitamine D qui sera décrite dans le paragraphe 3-3. Une
faible quantité de calcium circulant déclenche la libération de PTH par les glandes
parathyroidiennes. La PTH se fixe a son récepteur situé a la surface des ostéoblastes, ce qui
engendre la sécrétion de molécules permettant d’induire la résorption osseuse (Raggatt and
Partridge 2010) et d’aboutir a la libération de calcium de la matrice osseuse. La calcitonine,
secrétée par la glande thyroide, inhibe la résorption osseuse en agissant principalement sur les
ostéoclastes (Holt and Wysolmerski 2011).

D’un point de vue moléculaire, la PTH induit I’expression de RANKL et la protéolyse
de Runx2 et inhibe I’expression d’OPG par les ostéoblastes (Lee and Lorenzo 1999; Bellido,
Ali et al. 2003). Au niveau ostéocytaire, elle diminue 1’expression de la sclérostine (Bellido,
Ali et al. 2005). Cette induction de RANKL mais aussi de M-CSF par la PTH serait due a une
activation par I’IGF-1 ostéoblastique (Tahimic, Wang et al. 2013). Comme vu précédemment,
ces régulations participent a I’activation de la résorption osseuse. A I’inverse, la calcitonine
inhibe 1’ostéoclastogenése principalement en réduisant la motilité des ostéoclastes et la
production de TRAP (Holt and Wysolmerski 2011).

Il est important de noter que donnée par intermittence et a faible dose a des femmes
post-ménopausées ayant eu une fracture vertébrale, la PTH avait une action anabolique sur
I’os (Neer, Arnaud et al. 2001). Cet effet peut s’expliquer par I’augmentation, induite par le

traitement, de 1’expression de 1’ephrinB2 dans les ostéoclastes, favorisant la différenciation
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ostéoblastique (Allan, Hausler et al. 2008). Des injections intermittentes de PTH limitaient
I’apoptose des ostéoblastes en augmentant 1’expression de Runx2 (Bellido, Ali et al. 2003) et
diminuaient I’expression de la sclérostine chez le rat (Keller and Kneissel 2005). Par ailleurs,
I’administration de PTH par intermittence était a 1’origine de 1’augmentation de 1’expression
des genes de ’OCN, de I’ALP et du Collal chez le rat (Dobnig and Turner 1995; Halloran,
Bikle et al. 1997). Ce traitement aurait aussi un effet positif sur la prolifération et la
maturation des précurseurs ostéoblastiques comme le suggérait 1’augmentation de colonies
positives a I’ALP formées par les cellules souches mésenchymateuses mises en culture en
présence de PTH (Nishida, Yamaguchi et al. 1994). Enfin, la médiation de I’effet anabolique
de la PTH par IGF-1 a été récemment modélisée par Tahimic (Tahimic, Wang et al. 2013). La
production d’IGF-1 par les ostéoblastes matures serait induite par la PTH, ce qui stimulerait la

prolifération et la différenciation des ostéoprogéniteurs.

Controles hormonaux

Outres les hormones calciotropes, les estrogenes sont également d’importants
régulateurs hormonaux du métabolisme osseux chez la femme mais aussi chez ’homme
(Khosla, Melton et al. 2011). IIs ont des effets directs et indirects au niveau des ostéoclastes
pour contrdler la résorption osseuse mais régulent aussi la formation osseuse. Il a été montré
que les ostéoclastes et les ostéoblastes expriment des récepteurs aux estrogenes (ER) (Eriksen,
Colvard et al. 1988; Oursler, Osdoby et al. 1991). Méme s’il existe deux récepteurs aux
estrogenes i.e. ERa et ERP, les estrogeénes agissent sur le tissu osseux principalement via
I’ERa (Sorensen, Henriksen et al. 2006; Denger, Reid et al. 2008; Melville, Kelly et al. 2014).
La délétion spécifique de I’ERa au niveau des ostéoblastes chez la souris femelle adulte a
permis de mettre en évidence une diminution de la masse osseuse trabéculaire et corticale
associée a une réduction de 1’activité ostéoblastique (Melville, Kelly et al. 2014). Dans le cas
des ostéocytes, la délétion spécifique de ce récepteur était associée a une réduction de la BMD
trabéculaire chez la souris femelle mais pas chez le male (Kondoh, Inoue et al. 2014). En ce
qui concerne les ostéoclastes, la délétion spécifique de I’ERa chez la souris femelle adulte
induisait une diminution de la masse osseuse trabéculaire (Nakamura, Imai et al. 2007,
Martin-Millan, Almeida et al. 2010). Ceci est en partie attribué a 1’augmentation de la durée
de vie des ostéoclastes due a la réduction de leur apoptose (Hughes, Dai et al. 1996).
Inversement, une étude sur des biopsies osseuses de femmes a mis en évidence que 1’apoptose
des ostéocytes était induite par la carence en estrogénes (Tomkinson, Reeve et al. 1997).

Comme cette étape serait a 1’origine du remodelage osseux, les estrogeénes contrdleraient
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Figure 25 : Evolution de la masse osseuse au cours de la vie (Eastell 2013).
Mesure effectuée au niveau du rachis lombaire chez la femme.



indirectement la résorption osseuse en modulant la durée de vie des ostéocytes. Ainsi,
I’initiation de nouvelles BMUs et donc le renouvellement osseux sont inhibés par les
estrogenes. De plus, les estrogenes induisent une augmentation de 1’expression ostéoblastique
d’OPG et une réduction de celle de RANKL, conduisant a une diminution du nombre
d’ostéoclastes activés (Hofbauer, Khosla et al. 1999; Eriksen 2010). La différenciation des
précurseurs ostéoclastiques induite par RANKL pourrait aussi €tre bloquée par I’inhibition de
I’expression et de la phosphorylation de c-Jun par les estrogenes (Shevde, Bendixen et al.
2000; Srivastava, Toraldo et al. 2001). De plus, les estrogénes induisent la formation du
complexe ERa avec la protéine d’échafaudage breast cancer anti-estrogen resistance protein-1
(BCARI1) qui séquestre TRAF6 (Robinson, Yaroslavskiy et al. 2009). Cette séquestration
diminue D’activation de NF-«B et par conséquent 1’activation de 1’ostéoclastogenese par
RANKL (Figure 3) (Robinson, Yaroslavskiy et al. 2009). Les estrogenes réguleraient aussi
I’ostéoclastogenese par la diminution de la production de cytokines agissant sur la résorption
osseuse comme IL-1, IL-6 et TNF-a, par les cellules de la moelle osseuse (Kimble, Vannice et
al. 1994; Kitazawa, Kimble et al. 1994; Manolagas and Jilka 1995).

De la méme fagon, 1I’apoptose des ostéoblastes est sous le contrdle des estrogenes, qui
I’inhibent augmentant ainsi la durée de vie de ces cellules (Kousteni, Bellido et al. 2001). Ce
mécanisme permet de maintenir la formation osseuse. De plus, il a été montré que les
estrogenes amélioraient la différenciation ostéoblastique in vitro (Okazaki, Inoue et al. 2002).
Cependant, les données de la littérature sont variables et cet effet semble dépendre du modele
utilisé (Khosla, Melton et al. 2011). En accord avec la diminution du remodelage osseux, le
17B-estradiol réduisait 1’auto-renouvellement des progéniteurs mésenchymateux (Di
Gregorio, Yamamoto et al. 2001). De plus, in vitro, les estrogenes favorisaient I’engagement
des précurseurs en ostéoblastes au détriment de la lignée adipocytaire (Dang, van Bezooijen et

al. 2002; Okazaki, Inoue et al. 2002).

2-2-2- Dérégulations du remodelage osseux au cours du vieillissement

La perte osseuse est le résultat d’'un déséquilibre entre les taux de formation et de
résorption (Eastell 2013). Apres avoir atteint le pic de masse osseuse vers 30 ans, environ 1%
d’os est perdu chaque année (Figure 25). De plus, une accélération de ce processus
d’ostéopénie est observée dans les 5 années qui suivent la ménopause (Eastell 2013). En effet,
les taux des marqueurs de résorption (+79 a 97%) et de facon moindre de formation osseuse
(+37 a 52%) sont augmentés chez la femme ménopausée (Garnero, Sornay-Rendu et al.

1996). 1l a été montré que parmi 279 femmes post-ménopausées, celles ayant des taux de
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remodelage dans le quartile inférieur (faibles taux sériques d’OCN et de CTX1) avaient
I’épaisseur corticale la plus importante et donc une perte osseuse amoindrie (Szulc, Seeman et
al. 2006). Le remodelage accéléré de la ménopause est responsable d’une diminution de la
masse osseuse mais aussi d’une altération des propriétés mécaniques de 1’os qui sont dues a
des modifications cellulaires et de la composition et de la structure de la MEC (Manolagas
and Parfitt 2010). En effet, de I’os dense est dégradé et remplacé par de 1’os jeune, moins
densément minéralisé, avec une dureté amoindrie (Seeman 2009). Une diminution de la
réticulation (Bailey and Knott 1999) et des modifications structurelles par isomérisation
(Viguet-Carrin, Garnero et al. 2006) du Collal réduisent la solidité de 1’os au cours du
vieillissement. De plus, il existe une accumulation des produits terminaux de glycation avec
I’age susceptibles d’augmenter la fragilité osseuse (Vashishth, Gibson et al. 2001).

Trois processus principaux de perte osseuse liés a 1’age ont été dégagés par I’équipe de
Kubo et coll. (Chen, Zhou et al. 2013). Le premier est la perte osseuse trabéculaire due a un
amincissement des travées par perturbation de la microstructure. Le second est la perte d’os
cortical par I’augmentation de la porosité due a la fois a une augmentation de la résorption et a
une accumulation d’ostéons pas totalement fermés. Enfin, le dernier processus est la
résorption continue au niveau de 1’endoste. C’est 1’os trabéculaire qui est touché en premier
par la perte osseuse, ce qui est justifié par I'importance de la surface d’échange. Cependant
I’essentiel de la perte osseuse totale (70%) concerne 1’os cortical, car il représente la majorité
du tissu osseux (Seeman 2013).

Différents modeles d’ostéoporose ont été décrits. En 1983, deux types d’ostéoporose
ont été définis selon la population ciblée, les sites osseux de variation de la BMD, le type de
fracture et les changements hormonaux (Riggs and Melton 1983). Ainsi, 1’ostéoporose de type
I apparait dans les 15 ou 20 premieres années apres la ménopause. Elle est caractérisée par un
amincissement des travées osseuses conduisant a des fractures du poignet et a des tassements
vertébraux. La cause principale serait la privation hormonale ainsi que les facteurs induits par
cette perte d’estrogenes comme la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par exemple.
L’ostéoporose de type II correspond a la perte osseuse lente due a I’age, impliquant la totalité
de la population agée. Elle induit une atteinte de 1’os cortical et de I'os trabéculaire,
conduisant a des fractures du fémur proximal. Initialement, ce type d’ostéoporose était
attribué a la combinaison de I’hyperthyroidie secondaire (augmentation de la sécrétion de
PTH qui induit une libération du calcium et du phosphore contenus dans le compartiment
osseux) et d’une diminution de la synthese osseuse (Riggs and Melton 1983). Méme si ce

modele est encore utilisé aujourd’hui, il a été corrigé en 1998 par un modele unitaire (Riggs,
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Khosla et al. 1998), qui a été mis a jour en 2011 (Khosla, Melton et al. 2011). Ce modéle
unitaire présente deux phases dans 1’induction de I’ostéoporose qui correspondent aux deux
types d’ostéoporose préalablement décrits. Cependant, dans ce nouveau modele, les deux
phases de I’ostéoporose seraient causées par une déficience en estrogénes (Riggs, Khosla et
al. 1998). En ce qui concerne 1’os trabéculaire, la perte osseuse préceéde la déficience en
hormones stéroides dans les deux sexes. Deux hypothéses étaient alors formulées : soit il
s’agit d’un mécanisme indépendant des estrogenes, soit 1’os trabéculaire est sous le controle
d’un taux plus élevé d’estrogeénes (Riggs, Melton et al. 2008; Khosla, Melton et al. 2011).
Pour I’0s cortical, qui représente 80% du squelette et qui contribue majoritairement au risque
de fracture, la carence estrogénique est la cause majeure de la perte osseuse due a la
ménopause et au vieillissement dans les deux sexes (Khosla, Melton et al. 2011).

Cependant, ce modele centré sur les estrogénes ne fait pas I'unanimité. En effet, un
autre groupe de travail met le stress oxydant au centre des mécanismes de I’ostéoporose de
type I (Manolagas and Parfitt 2010). Le premier argument en faveur de cette hypothése est
que la perte osseuse débute dés la 3°™ décennie (Riggs, Melton et al. 2008). Deuxiémement,
une augmentation du stress oxydant avec 1’age induisait une perte osseuse chez des souris

femelles non ovariectomisées (Almeida, Han et al. 2007).

2-2-2-1- La carence estrogénique

La carence en estrogénes a un role central dans la perte osseuse au cours de la
ménopause. En effet, il a ét¢ montré dans une large étude épidémiologique chez la femme
agée que celles qui avaient les taux les plus faibles en estrogénes étaient aussi les personnes
ayant les BMD les plus basses et le plus fort risque de fracture (Cummings, Browner et al.
1998). De plus, de nombreuses études ont mis en évidence que cette perte osseuse accélérée
par la ménopause était inversée par 1’administration d’un traitement hormonal de substitution
(THS) (Hannon, Blumsohn et al. 1998). La déficience en estrogeénes conduit a I’apoptose des
ostéocytes, et donc au potentiel déclenchement de cycles de remodelage (Manolagas 2006;
Seeman 2009). Comme mentionné dans les paragraphes précédents, les estrogénes induisent
I’apoptose des ostéoclastes. De fagon cohérente, leur absence augmente la durée de vie des
cellules ostéorésorbantes provoquant ainsi une augmentation de la quantité d’os résorbé par
BMU (Manolagas 2000). En paralléle, I’effet protecteur des estrogénes sur les ostéoblastes
disparait au cours de la ménopause, réduisant ainsi la durée de vie des cellules

ostéoformatrices. L’équilibre du ratio OPG/RANKL est aussi perturbé au cours de la perte
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hormonale. En effet, la déficience en estrogénes induit une augmentation de RANKL et une
diminution d’OPG. De plus, la sensibilit¢ des ostéoclastes a 1’activation par RANKL est
accrue (Post, Cremers et al. 2010).

La carence estrogénique a aussi des effets indirects sur le tissu osseux en induisant
notamment une augmentation de la sensibilit¢ a la PTH (Cosman, Shen et al. 1993). Ce
renforcement de la résorption osseuse est associ¢ a une augmentation de I’excrétion urinaire
de calcium et une diminution de [1’absorption intestinale pour limiter le risque
d’hypercalcémie (Heaney, Recker et al. 1978). La suppression de la sécrétion de PTH par
I’infusion intraveineuse de calcium réduisait les différences des taux de marqueurs de
résorption entre les femmes jeunes et agées (Ledger, Burritt et al. 1995). Cela suggere
fortement que 1I’augmentation de la résorption osseuse au cours du vieillissement serait sous le
contrdle de la PTH (Riggs, Khosla et al. 1998). En outre, la production de cytokines et de
facteurs du stress oxydant est sous le contrdle des estrogeénes. L’association entre

I’augmentation du stress oxydant et 1’ostéoporose sera développée dans le paragraphe 2-4.

Globalement en I’absence d’estrogénes, la formation et la résorption osseuse sont

découplées, en faveur du catabolisme qui engendre une perte osseuse.

2-2-2-2- Le vieillissement

La carence estrogénique n’est pas le seul mécanisme affectant le tissu osseux. En effet,
le vieillissement peut directement altérer les cellules osseuses (Marie 2014). Il a été montré
récemment que, en 1’absence de tout déréglement (hormonal, etc...), la résorption osseuse
augmentait au cours du vieillissement (Chung, Zhou et al. 2014). Les expressions de c-fms et
RANK étaient augmentées dans les progéniteurs ostéoclastiques humains in vitro de méme
que ’ostéoclastogenese (Chung, Zhou et al. 2014). En parallele, une augmentation de
I’expression de RANKL et une diminution de I’expression d’OPG ont été observées dans les
cellules souches mésenchymateuses humaines (Chung, Zhou et al. 2014).

En ce qui concerne les ostéocytes, 1’augmentation de leur apoptose a été aussi
constatée au cours du vieillissement chez le rat (Chen, Yang et al. 2014) et chez la souris
(Almeida, Han et al. 2007). L’excés de glucocorticoides et la diminution de la charge
mécanique au cours du vieillissement sont des mécanismes pouvant induire 1’apoptose
ostéocytaire (Jilka, Weinstein et al. 2007). Chez des rats agés, cette dernicre a été corrélée a

une diminution de I’autophagie (mécanisme d’endocytose médié par les lysosomes, qui
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permet le recyclage du matériel cellulaire) (Chen, Yang et al. 2014). Cette réduction a elle-
méme ¢té reliée a la diminution de la BMD du tibia proximal au cours du vieillissement.
Ainsi, le processus de vieillissement serait accéléré avec la réduction de 1’autophagie alors
que la stimulation de celle-ci aurait des effets anti-vieillissement (Rajawat, Hilioti et al. 2009;
Madeo, Tavernarakis et al. 2010). Le stress oxydant est fortement suspecté d’étre a 1’origine
de ce mécanisme (Manolagas and Parfitt 2010).

Il existe une association intime entre les ostéoblastes et les adipocytes provenant de
leur origine commune. Au cours du vieillissement, la différenciation adipocytaire des cellules
souches mésenchymateuses est favorisée au détriment des ostéoblastes (Kawai, de Paula et al.
2012). Ainsi, 1l a été constaté que la perte osseuse liée a 1’age était associée a une
augmentation de I’adiposité médullaire (Rozman, Feliu et al. 1989). En effet, la fraction
volumique de tissu adipeux de biopsies de crétes iliaques, passait de 40% a 1’age de 30 ans a
68% a 1’age de 100 ans (Justesen, Stenderup et al. 2001). De plus, ce résultat était corrélé a
une diminution de la fraction volumique osseuse (Justesen, Stenderup et al. 2001). Ce
phénotype est régulé par I’augmentation de I’expression de PPARYy2 mais aussi par la
réduction des facteurs impliqués dans I’ostéoblastogenese comme Wnt/B-catenin et IGF-1 et
I’altération des voies de signalisation TGF- et des BMPs avec I’age (Moerman, Teng et al.

2004; Kawai, de Paula et al. 2012).

2-2-2-3- Autres facteurs

Le pic de masse osseuse est un facteur affectant la perte osseuse au cours du
vieillissement. En effet, les personnes ayant atteint un pic de masse osseuse plus important
seraient moins susceptibles de développer de ’ostéoporose. Un modéele bioinformatique a
permis d’évaluer qu’une augmentation de 10% du pic de masse osseuse retarderait de 13 ans
le développement de I’ostéoporose, faisant de ce parameétre un puissant prédicteur de
I’ostéoporose (Hernandez, Beaupre et al. 2003). Plusieurs facteurs influencent ce pic de masse
osseuse et ont fait I’objet d’une revue (Stagi, Cavalli et al. 2013). Ainsi, jusqu’a 80% de la
densité minérale osseuse serait déterminée génétiquement. Les 20% restants ont été attribués
aux facteurs environnementaux tels que I’exercice physique et la nutrition et en particulier
I’apport de calcium et de vitamine D.

L’exercice physique au cours de I’adolescence permet de renforcer la masse osseuse
mais aussi la structure de I’os, qui contribuent tous deux a la qualité¢ du squelette (Karlsson

and Rosengren 2012). Ainsi, le risque de fracture était diminué chez des anciens athlétes de
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plus de 60 ans par rapport au groupe contrdle (Nordstrom, Karlsson et al. 2005). De méme,
deux ¢études de cohortes ont montré une relation inverse entre 1’activité physique et le risque
de fracture de la hanche (Feskanich, Willett et al. 2002; Robbins, Aragaki et al. 2007). De
facon plus générale, une étude canadienne récente a permis de mettre en évidence que
I’augmentation de 1’activité physique quotidienne par la réalisation de tAches simples, pouvait
participer a la prévention de la perte osseuse post-ménopausique (Muir, Ye et al. 2013).
Cependant, le vieillissement est généralement associé a une diminution de 1’activité physique
et donc de la charge mécanique exercée sur le squelette. Cette moindre charge mécanique
induit une diminution de la sécrétion d’OPG avec une augmentation de 1’expression de
RANKL par les ostéoblastes, ce qui stimule I’ostéoclastogenese (Duque and Troen 2008).

Les facteurs nutritionnels influencant ’ostéoporose et le risque fracturaire seront
développés dans la partie 3, Stratégies nutritionnelles.

La consommation d’alcool, de cigarettes, ainsi que des facteurs médicaux comme
I’utilisation de corticostéroides ou le syndrome de malabsorption par exemple influencent
négativement la qualité osseuse et augmentent le risque fracturaire (Sampson 2002; Seibel,

Cooper et al. 2013).

2-2-3- Traitements

Il existe différentes stratégies médicamenteuses de prise en charge de la ménopause et
des troubles climatériques et osseux associés.

La premicere est 1’utilisation d’estrogeénes en association ou non avec des progestatifs
pour remplacer les hormones qui ne sont plus sécrétées. Ces traitements sont rassemblés sous
le terme de THS. Ils permettent de diminuer I’excrétion de marqueurs de résorption osseuse
mais aussi de formation osseuse (Hannon, Blumsohn et al. 1998) indiquant un ralentissement
du renouvellement osseux. Deuxi¢mement, les bisphosphonates comme [|’alendronate,
I’ibandronate et le risédronate, ont un effet anti-catabolique en inhibant I’activité et en
augmentant 1’apoptose ostéoclastique, ralentissant le remodelage osseux (Hughes, Wright et
al. 1995; Larsson and Fazzalari 2014). Ceci est causé par la forte liaison des bisphosphonates
a la surface osseuse et a I’inhibition de la farnesyl pyrophosphate synthase, protéine qui est
nécessaire a la formation du cytosquelette des ostéoclastes (Tella and Gallagher 2013). Le
raloxiféne est un modulateur sélectif des récepteurs aux estrogénes. En effet, il stimule les
récepteurs hépatiques et osseux sans affecter les récepteurs de ’endometre et en ayant un rdle
anti-estrogénes au niveau du tissu mammaire (Tella and Gallagher 2013). La troisiéme

stratégie est l’utilisation du ranélate de strontium qui est décrit comme un agent de
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découplage. En effet, il inhibe la résorption osseuse tout en augmentant la formation osseuse
(Marie 2006). Il augmente la réplication des pré-ostéoblastes, la différenciation
ostéoblastiques, la synthése du Collal et la minéralisation de la matrice osseuse. De plus, il
inhibe la différenciation et I’activité ostéoclastiques via ’augmentation d’OPG et la
diminution de RANKL (Fonseca 2008). L’utilisation du téraparatide, fragment 1-34
recombinant humain de la PTH, est possible mais préconisée chez les patients lorsqu’il existe
au moins deux fractures vertébrales (Meier, Lamy et al. 2014). La calcitonine fait aussi partie
des stratégies médicamenteuses contre 1’ostéoporose. La derniére stratégie est I'utilisation du
denosumab, qui est un anticorps monoclonal humain qui a pour cible RANKL (Capozzi, Lello
et al. 2014). Ainsi, il inhibe la formation, la fonction et la survie des ostéoclastes, ce qui
diminue la résorption osseuse.

En France, le colit annuel par patient de ces différents traitements a été évalué en
2010 : alendronate : 209 euros, ibandronate : 327 euros, risédronate : 380 euros, raloxiféne :
365 euros, ranélate de strontium : 579 euros (Svedbom, Hernlund et al. 2013). Au total, les
colits pharmacologiques de prévention des fractures s’éléveraient a 346 millions d’euros en
2010.

Malgré la protection osseuse et la diminution du risque fracturaire, il existe de
nombreux effets secondaires déléteéres non négligeables. Ceux des THS sont décrits dans le
rapport de 1’Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé (ANAES) et de
I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Sant¢ (AFSSAPS) (ANAES and
AFSSAPS 2004). Les THS estroprogestatifs augmentent le nombre de cancers du sein et la
prévalence des cancers de I’endométre est majorée par les estrogeénes seuls. De plus, il existe
un sur-risque coronarien et de maladies veineuses thrombo-emboliques sous traitement
estroprogestatif ainsi qu’un sur-risque cérébro-vasculaire sous estroprogestatif ou estrogenes
seuls. Les biphosphonates peuvent causer des troubles digestifs tout comme le denosumab
ainsi que des douleurs musculo-squelettiques severes, une hypocalcémie et semblent étre
associés a une augmentation du risque de cancer de I’cesophage (Kennel and Drake 2009;
Crandall, Newberry et al. 2014). En ce qui concerne le raloxiféne, le risque cardio-vasculaire
est augmenté (Crandall, Newberry et al. 2014). Le ranélate de strontium est associé au risque
thrombo-embolique veineux et de nouvelles contre-indications ont été établies par 1’Agence
Nationale de Sécurit¢ du Médicament et des Produits de Sant¢ (ANSM) en 2012 (ANSM
2012). Les effets indésirables principaux du tériparatide sont 1’hypercalcémie et

I’hypercaliurie (Crandall, Newberry et al. 2014). L’utilisation de la calcitonine a été limitée
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Figure 26 : Les modéles d’induction de 1’ostéoporose chez le rat (Lelovas, Xanthos et al. 2008).



par ’ANSM en 2012 (ANSM 2012) en raison du risque accru de cancer associé¢ (2013;
Overman, Borse et al. 2013).
L’importance des effets secondaires tend a limiter 1’utilisation de ces traitements et a

identifier de nouvelles stratégies de prévention de 1’ostéoporose (voir chapitre 3).

2-2-4- Modélisation de I’ostéoporose : I’ovariectomie

Il existe de nombreux modeles animaux de perte osseuse. Les modeles rats disponibles
ont fait ’objet d’une revue dans laquelle 3 catégories sont distinguées : les interventions
hormonales, les manipulations nutritionnelles et les immobilisations (Figure 26) (Lelovas,
Xanthos et al. 2008). Le taux de perte osseuse, ainsi que son site cortical ou trabéculaire est
tres dépendant de la méthode utilisée pour induire I’ostéoporose (Jee and Yao 2001). De plus,
la reproductibilité, le but de 1’étude, le site osseux et I’age des animaux sont essentiels dans la
sélection du modele (Lelovas, Xanthos et al. 2008). En effet, chez le rat le pic de masse
osseuse est atteint vers 9 mois, qui est donc 1’age de la maturité osseuse chez ces animaux
(Jee and Yao 2001). L’ovariectomie des rats dont le squelette est mature reproduit la perte
osseuse de la femme ménopausée avec une augmentation du renouvellement osseux, la
résorption excédant la formation, une phase initiale rapide suivie d’une phase plus lente et une
perte d’os trabéculaire plus importante que la perte d’os cortical (Kalu 1991; Jee and Yao
2001). Cependant certaines différences avec ’Homme sont a noter comme la croissance
pratiquement continuelle du squelette pendant toute la vie du rat et I’absence de remodelage
haversien dans 1’os cortical (Barlet, Coxam et al. 1994; Lelovas, Xanthos et al. 2008). Ainsi,
la rate ovariectomisée est le modele le plus utilisé dans la recherche sur I’ostéoporose post-
ménopausique (Lelovas, Xanthos et al. 2008). L’utilisation de la souris est aussi trés courante
(Hayashi and Fotovati 2003).

I1 est important de souligner que les fractures spontanées et dues a de faibles impacts
caractéristiques de I’ostéoporose humaine ne sont pas reproduites chez la rate ovariectomisée

(Lelovas, Xanthos et al. 2008).
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Figure 27 : La protéolyse par action du complexe ubiquitine-protéasome.

L’enzyme E1 active 1’ubiquitine (Ub) et la transfere a ’enzyme de conjugaison (E2) qui transporte la molécule
d’Ub jusqu’a ’'ubiquitine ligase (E3). L’E3 fixe I’ub sur une protéine cible ou sur une autre ubiquitine déja fixée,
créant ainsi une chaine de poly-ubiquitination. Les protéines poly-ubiquitinées sont reconnues par le protéasome
ou elles sont dégradées en peptides par des protéases.



2-3- Les mécanismes de la sarcopénie

La sarcopénie est une pathologie qui implique de nombreux mécanismes. Les données
de la littérature développées ci-dessous se limiteront aux mécanismes étudiés au cours de cette
thése. Ainsi, le renouvellement du tissu musculaire et la biogenese mitochondriale seront
décrits avant d’aborder les dérégulations de ces mécanismes a 1’origine de la sarcopénie.
Enfin, les controles hormonaux puis les traitements seront discutés. L’implication de

I’inflammation et du stress oxydant fera I’objet du chapitre suivant, commun a 1’ostéoporose.

2-3-1- Le renouvellement protéique du tissu musculaire

Le maintien de la masse musculaire dépend de la balance entre la dégradation et la
syntheése protéique (Attaix, Baracos et al. 2012; Koopman, Ly et al. 2014). Ces mécanismes
sont interdépendants, de la méme fagon que pour le tissu osseux (Greising, Gransee et al.

2012).

2-3-1-1- Meécanismes de la protéolyse

La protéolyse est en partie régulée par ’activation du systeme multiprotéique
ubiquitine-protéasome (Mitch and Goldberg 1996), qui a fait 1’objet de différentes revues
récemment (Sandri 2013; Schiaffino, Dyar et al. 2013; Egerman and Glass 2014). Trois autres
systemes protéolytiques, identifiés dans le muscle squelettique, pourraient participer a la
sarcopénie : la voie lysosomale, la voie des caspases et la voie calcium dépendante (les
calpaines) (Combaret, Dardevet et al. 2009). Les mécanismes impliqués ne seront pas

développés dans ce manuscrit car seul le systeme ubiquitine-protéasome a été étudié dans nos

expérimentations.

La cellule utilise 1’'ubiquitine pour marquer les protéines a dégrader comme les
protéines endommagées, dépliées ou obsoletes. L ubiquitination est une modification post-
traductionnelle qui implique la fixation covalente de 1’ubiquitine ou d’un polymere
d’ubiquitine sur une protéine cible (Polge, Uttenweiler-Joseph et al. 2013). Ce mécanisme est
hautement régulé pour éviter des dégradations anarchiques qui sont a I’origine de maladies.
Ainsi, la fixation nécessite I’action combinée de 3 types d’enzymes (Figure 27). Tout d’abord,
I’enzyme E1 active le processus d’ubiquitination en fixant une protéine d’ubiquitine, et ce en
présence d’ATP. L’ubiquitine est alors prise en charge par I’enzyme de conjugaison (E2) qui

la transfere jusqu’a une ubiquitine ligase (E3), qui va fixer I’ubiquitine sur une protéine cible
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PI3K/Akt par IGF-1 conduit a la phosphorylation de FOXO3, qui est transféré et retenu dans le cytosol.

Akt, protéine kinase B; FOXO, forkhead box O; IGF-1, insulin-like growth factor; MAFbx, muscle atrophy Fbox

protein; MuRF, muscle RING finger-containing protein-1; P, phosphate; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase.
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Figure 29 : La voie Akt/mTOR activant la synthese protéique.

La fixation de linsuline ou de [I'insuline-like growth factor-1 (IGF-1) a leur récepteur active la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), qui active a son tour la protéine Akt. Celle-ci phosphoryle I’hétérodimere
tuberous sclerosis 1 and 2 (TSC1/2) pour l'inactiver et ainsi activer le complexe mTORC1. mTORCI1
phosphoryle alors la protéine ribosomal protein S6 kinase (S6K) et le facteur eukaryotic initiation factor 4E

(eIF4E)- binding protein 1 (4E-BP1), ce qui libere eIF4E.




ou sur une autre ubiquitine déja fixée, créant ainsi une chaine de poly-ubiquitination. Les
protéines poly-ubiquitinées sont reconnues par le protéasome au sein duquel elles sont
dégradées en acides aminés par des protéases, qui sont recyclés pour la production d’énergie
ou la synthese protéique (Pasiakos and Carbone 2014). L’ubiquitination est réversible grace a
I’action de désubiquitinases (Komander, Clague et al. 2009; Reyes-Turcu, Ventii et al. 2009).

Chez I’Homme, il existe 2 types d’El, 37 types d’E2 et plus de 600 E3 (Komander
2009). En ce qui concerne la cellule musculaire, de nombreux modeles d’atrophie musculaire
induisent une augmentation de la régulation transcriptionnelle de certaines E3, telles que les
E3 ligases muscle RING finger-containing protein 1 (MuRF1) et muscle atrophy Fbox protein
(MAFbx) (Bodine, Latres et al. 2001; Gomes, Lecker et al. 2001). MuRF1 est localisé au
niveau du sarcomere et peut ubiquitiner les MHC ainsi que d’autres protéines des filaments
épais (Clarke, Drujan et al. 2007; Cohen, Brault et al. 2009), causant leur protéolyse. MyoD
est une des cibles potentielles de MAFbx (Egerman and Glass 2014). Ainsi, la surexpression
de MAFbx diminue la différenciation myoblastique en induisant la dégradation de MyoD
(Tintignac, Lagirand et al. 2005; Lagirand-Cantaloube, Cornille et al. 2009). MAFbx
ubiquitine le facteur d’initiation de la synthese protéique elF3f (Lagirand-Cantaloube, Offner
et al. 2008; Csibi, Cornille et al. 2010; Sanchez, Csibi et al. 2013), suggérant son rdle dans la
régulation négative de la synthese protéique (Egerman and Glass 2014). MuRF1 et MAFbx
sont régulés par les facteurs de transcription forkhead box O (FOXO) (Egerman and Glass
2014). L’activation de FOXO3 et de FOXO1 induit un phénotype d’atrophie musculaire
(Figure 28A) (Sandri, Sandri et al. 2004; Mammucari, Milan et al. 2007; McLoughlin, Smith
et al. 2009).

2-3-1-2- Mécanismes de la synthése protéique

La principale voie de contrdle de la synthese protéique est la voie protéine kinase B
(Akt) / mammalian target of rapamycin (mTOR) (Figure 29). mTOR interagit avec 5 autres
protéines pour former le complexe mTORCI1 et 6 autres protéines pour former le complexe
mTORC?2 (Laplante and Sabatini 2012). Le complexe mTORC?2, contrairement au complexe
mTORCI, est insensible aux nutriments et ne sera donc pas développé ici. A noter
simplement qu’il module I’organisation du cytosquelette et promeut la survie cellulaire
(Laplante and Sabatini 2012).

La voie de signalisation mTORCI1 integre différents signaux provenant de facteurs de

croissance, du stress, du statut énergétique, de I’oxygene et des acides aminés notamment, et
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controle de nombreux processus cellulaires comme les syntheéses protéique et lipidique, le
métabolisme énergétique et 1’autophagie (Laplante and Sabatini 2012). mTORCT joue un role
central dans le contrdle de I'initiation et de 1’élongation de la traduction des ARN messagers
(ARNm) en protéines (Koopman, Ly et al. 2014).

mTOR est sous le controle négatif de 1’hétérodimere tuberous sclerosis 1 and 2
(TSC1/2) (Laplante and Sabatini 2012). De facon simplifiée, I’'insuline et I'IGF-1 activent en
cascade la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et la protéine Akt (Figure 29) (Yap, Garrett et
al. 2008; Laplante and Sabatini 2012). Cette derniere, parmi d’autres effecteurs, phosphoryle
TSC1/2 pour I'inactiver et ainsi activer mTORCI1. mTORCI1 phosphoryle alors la protéine
ribosomal protein S6 kinase (S6K), qui, par de nombreux effecteurs, participe a 1’initiation et
a D’élongation de la traduction protéique (Ma and Blenis 2009). De plus, mTORCI
phosphoryle le facteur eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E)- binding protein 1 (4E-BP1), ce
qui libere elF4E, qui participe aussi a I'initiation de la traduction protéique (Richter and
Sonenberg 2005; Laplante and Sabatini 2009).

mTORCI1 est aussi activé par la voie Wnt qui inhibe la glycogen synthase kinase 33
(GSK3B), un activateur de TSC2 (Inoki, Ouyang et al. 2006). Le facteur GSK3p est
phosphorylé et inactivé par Akt (Egerman and Glass 2014). L’inhibition de GSK3p permet au
facteur NFATcl d’€tre transloqué dans le noyau pour renforcer la différenciation des
myoblastes (Egerman and Glass 2014). De plus, la synthese protéique par la voie mTOR est
déterminée par la présence d’acides aminés et en particulier de leucine (Hara, Yonezawa et al.
1998; Laplante and Sabatini 2012). En effet, elle ne peut avoir lieu que si des acides aminés
sont disponibles. De plus, la synthese protéique est stimulée par la contraction musculaire
(Philp, Hamilton et al. 2011).

Les acteurs de la synthese protéique IGF-1 et Akt inhibent la protéolyse en exportant
les facteurs de transcription FOXO du noyau au cytosol et en les y séquestrant (Figure 28B)
(Brunet, Bonni et al. 1999; Sacheck, Ohtsuka et al. 2004; Sandri, Sandri et al. 2004; Calnan
and Brunet 2008). Ce mécanisme les empéche d’activer leurs geénes cibles dont font partie
MAFbx et MuRFI1. Apres activation de la voie PI3K/Akt par IGF-1 (Sandri, Sandri et al.
2004), Akt phosphoryle le facteur FOXO3 provoquant sa rétention dans le cytoplasme
(Brunet, Bonni et al. 1999). La synthé¢se d’ARNm de MAFbx est alors diminuée alors que sa
dégradation n’est pas affectée et la quantité d’ARNm de MuRFI1 est progressivement réduite
(Sacheck, Ohtsuka et al. 2004).

Dans 2 modeles in vitro d’atrophie musculaires (utilisation de dexaméthasone, un

glucocorticoide synthétique ou privation de nutriments), I’activité de la voie PI3K/Akt était
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diminuée, ce qui induisait une déphosphorylation de FOXO3 (Sandri, Sandri et al. 2004).
Cette déphosphorylation activait alors le promoteur et la transcription de MAFbx (Sandri,
Sandri et al. 2004). Lorsque I’activation de FOXO3 était inhibée par la méthode de I’ARN
intérférant, 1’atrophie musculaire dans les modeles précédemment cités €tait prévenue (Sandri,

Sandri et al. 2004).

2-3-2- La biogenese mitochondriale

Nous avons vu que la mitochondrie est caractérisée par des processus biologiques
particuliers tels que la B-oxydation des lipides, le cycle de Krebs et la respiration cellulaire.
Un autre processus clé, étudié au cours de cette these, est développé ici: la biogenese
mitochondriale.

La biogenese mitochondriale, est caractérisée par une augmentation du nombre et de la
taille des mitochondries (Jornayvaz and Shulman 2010). Elle est influencée par I’exercice
physique, la restriction calorique, le stress oxydant, la division et la différenciation cellulaire
notamment. Il existe différentes voies de régulation de la biogenese mitochondriale. Nous
nous sommes particulierement intéressés a I’'une d’entre elles au cours de ces travaux. Ainsi,
le facteur peroxisome-proliferator-activated receptor y co-activator-1a (PGCla) est un facteur
de régulation qui induit la biogenese mitochondriale par l'activation de différents facteurs de
transcription, comme les facteurs nuclear respiratory factor 1 (NRF1) et NRF2, qui activent a
leur tour le facteur mitochondrial transcription factor A (tFAM) (Figure 30) (Puigserver, Rhee
et al. 2001; Jornayvaz and Shulman 2010; Scarpulla 2011). Ce dernier entraine, par différents
effecteurs, la réplication et la transcription de I'ADN mitochondrial (Virbasius and Scarpulla
1994).

PGCla est sous le controle de différents facteurs dont le plus important est I’ AMP-
activated protein kinase (AMPK), qui agit comme un senseur énergétique (Hardie 2007,
Jornayvaz and Shulman 2010). Le facteur p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK)
semble aussi jouer un role important dans la biogenese mitochondriale au niveau du muscle

strié squelettique.

2-3-3- Les mécanismes de la sarcopénie

Une perte de masse musculaire progressive est observée a partir de 1’age de 40 ans
(Malafarina, Uriz-Otano et al. 2012). Elle est estimée a environ 8% par décennie jusqu’a 1’age
de 70 ans, puis a 10 a 15% par décennie (Tzankoff and Norris 1977; Grimby and Saltin 1983;
Goodpaster, Park et al. 2006; Malafarina, Uriz-Otano et al. 2012). Il en résulte une perte
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moyenne de la masse musculaire totale de 30 a 40 % entre 50 et 80 ans. En parallele, une
perte de 10 a 15% par décennie de la force des jambes est observée jusqu’a 70 ans, ensuite
accélérée jusqu’a 25 a 40% (Hughes, Frontera et al. 2001; Goodpaster, Park et al. 2006). Ces
mécanismes sont accompagnés d’une diminution de la force maximale et d’un ralentissement
de la contraction et de la relaxation musculaire (Ryall, Schertzer et al. 2008).

La sarcopénie est majoritairement due a une atrophie (diminution de la taille des
fibres) et a une réduction du nombre de fibres musculaires, notamment les fibres de type 11
(Nair 2005; Walrand, Guillet et al. 2011).

Dans une étude récente, le profil d’expression génétique du muscle de rat au cours du
vieillissement a été étudié (Ibebunjo, Chick et al. 2013). Les effets spécifiques de la
sarcopénie et du vieillissement étaient discriminés par 1’analyse des corrélations entre les
expressions géniques et la masse musculaire ou 1’dge des animaux respectivement. Les
modifications des expressions des genes associés au métabolisme mitochondrial, a la jonction
neuromusculaire, a la dégradation protéique et a I’inflammation étaient corrélés a la
diminution de la masse musculaire et donc a la sarcopénie. En effet, méme si les mécanismes
de la sarcopénie ne sont pas totalement élucidés, il est clair qu’elle est multifactorielle (Figure
31) et seuls les mécanismes étudiés au cours de mes travaux de thése seront discutés ici.
Ainsi, le déséquilibre entre la synthese et la dégradation protéique, les altérations
mitochondriales et la dérégulation des hormones anaboliques (insuline, facteurs de croissance

et estrogenes) feront I’objet des paragraphes suivants. De plus, la production de cytokines sera

discutée dans le paragraphe 2-4.

2-3-3-1- L’altération de la balance synthese/dégradation protéique

La synthese protéique au niveau du muscle squelettique diminue avec 1’age (Nair
2005). La voie Akt/mTOR, principal régulateur de la syntheése protéique musculaire est
altérée au cours du vieillissement (Guillet, Prod'homme et al. 2004; Sanchis-Gomar, Garcia-
Gimenez et al. 2014). Les modifications d’expression et de phosphorylation des nombreux
acteurs de cette voie de signalisation entrainent la diminution de I’activation du facteur
d’initiation de la traduction elF4E (Wu, Liu et al. 2010). Ce mécanisme est a mettre en
relation avec la diminution de la capacité du muscle a répondre aux stimuli anaboliques
comme la prise alimentaire, au cours du vieillissement (Mosoni, Valluy et al. 1995). Ce
phénomene serait majoritairement expliqué par la diminution de la sensibilité aux acides

aminés (Cuthbertson, Smith et al. 2005; Katsanos, Kobayashi et al. 2005; Prod'homme,
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Balage et al. 2005), et en particulier a la leucine (Dardevet, Sornet et al. 2000; Marzani,
Balage et al. 2008). De plus, I'activation de la voie Akt/mTOR induite par la contraction
musculaire est aussi réduite avec 1'dge (Funai, Parkington et al. 2006; Haddad and Adams
20006).

Le repliement des protéines, étape clé dans 1’acquisition de la structure
tridimensionnelle, a lieu dans le réticulum endoplasmique et est garanti par des protéines
chaperonnes et des enzymes. L’expression et I’activité de celles-ci étant diminuées avec 1’age,
le nombre de protéines mal repliées augmente (Deldicque 2013). Ce mécanisme de stress du
réticulum endoplasmique agit directement sur le muscle en induisant la mort cellulaire et
indirectement en inhibant la voie Akt/mTOR et donc en participant a la résistance anabolique
du muscle agé.

En parallele, la réponse du complexe protéolytique ubiquitine-protéasome aux stimuli
anaboliques et cataboliques est diminuée au cours du vieillissement (Attaix, Mosoni et al.
2005). En effet, apres stimulation de I’atrophie musculaire par la dexaméthasone, méme si la
perte musculaire était plus importante chez le rat agé, le systeme ubiquitine-protéasome
n’était pas activé contrairement a ce qui se produisait chez le rat adulte (Dardevet, Sornet et
al. 1995). Dans un modele d’atrophie musculaire induit par 10 jours de jeline, la protéolyse
n’était pas inhibée chez le rat agé par rapport au rat adule lors de la période de réalimentation
(Mosoni, Malmezat et al. 1999). En situation anabolique, I’inhibition postprandiale de la
protéolyse musculaire (Arnal, Mosoni et al. 2002), et plus particulierement du systeme
ubiquitine-protéasome (Combaret, Dardevet et al. 2005) était défectueuse chez le rat agé. Il
semblerait donc que le rat 4gé ait une incapacit¢ a moduler la protéolyse et plus
particuliecrement le systeme ubiquitine-protéasome en situation catabolique ou anabolique
(Combaret, Dardevet et al. 2009).

L’altération de la synthese et de la dégradation protéiques conduit a une perte de
protéines mais aussi a I’accumulation de protéines endommagées mal prises en charge par les
mécanismes de protéolyse (Combaret, Dardevet et al. 2009; Walrand, Guillet et al. 2011). Ces
altérations structurelles pourraient €tre a 1’origine de la diminution de la fonction musculaire
au cours du vieillissement. Par exemple, la diminution de 1’excitabilité du sarcolemme mise
en évidence dans des fibres du muscle EDL de rats agés (Pierno, Tricarico et al. 2014)
pourrait €tre expliquée par une altération structurale des canaux ioniques. La réduction de la
fraction de tétes de myosine fixées a I’actine lors de la contraction musculaire (Zhong, Lowe

et al. 2006) et de I’activité ATPasique de la myosine (Lowe, Husom et al. 2004) chez le rat
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agé, mécanismes entrainant une diminution de la contractilit¢ musculaire, pourraient étre dues

a des altérations de la structure des protéines contractiles.

2-3-3-2- La dégénérescence mitochondriale

Dans I’étude de la détermination du profil génétique de la sarcopénie, de nombreux
genes impliqués dans le métabolisme énergétique mitochondrial étaient sous-exprimés et
significativement corrélés a un phénotype sarcopénique (Ibebunjo, Chick et al. 2013). Ces
résultats étaient confirmés par I’analyse protéomique associée (Ibebunjo, Chick et al. 2013).
Les altérations mitochondriales liées a I’age ont été mises en évidence a différents niveaux
comme par exemple la multiplication des mutations au sein de I’ADN mitochondrial, une

réduction des capacités oxydatives et de la biogenese mitochondriale (Trifunovic 2006).

Une augmentation des délétions dans I’ADN mitochondrial a été observée avec 1’age
chez le volontaire sain (Hsieh, Hou et al. 1994). Le nombre de copies d’ADN mitochondrial
diminuaient chez le rat 4gé de 27 mois par rapport a des rats plus jeunes agés de 6 mois
(Barazzoni, Short et al. 2000). Cette réduction était spécifique au muscle étudié. Ainsi, les
transcrits de la cytochrome ¢ oxydase étaient préservés dans le soleus (muscle oxydatif) alors
qu’ils étaient diminués dans le gastrocnemius (muscle mixte). De facon intéressante chez le
rat, les 1ésions de I’ADN mitochondrial étaient localisées au niveau des fibres dont la chaine
respiratoire était altérée (Cao, Wanagat et al. 2001; Wanagat, Cao et al. 2001). Des résultats
équivalents ont été mis en évidence chez I’Homme (Bua, Johnson et al. 2006). En effet, le
nombre de fibres du vastus lateralis comportant des anormalités au niveau de la chaine
respiratoire passaient de 6% a 49 ans a 31% a 92 ans, ces fibres comportant toutes des
mutations de I’ADN mitochondrial.

Il est important de souligner que les complexes de la chaine respiratoire sont
constitués de plusieurs sous-unités, codées soit par I’ADN génomique soit par I’ADN
mitochondrial, sauf pour le complexe succinate déshydrogénase (complexe II) qui est codé
enticrement par I’ADN génomique. Globalement, le taux de synthese protéique
mitochondriale du tibialis anterior diminuait chez le rat 4gé (Zangarelli, Chanseaume et al.
2006). De plus chez la souris, les activités des complexes NADH déshydrogénase (complexe
I), cytochrome bcl (complexe III) et cytochrome ¢ oxydase (complexe IV) diminuaient de 54
a 74% entre les ages de 10 et 20 mois, alors que D'activité du complexe succinate

déshydrogénase (complexe II) était inchangée (Desai, Weindruch et al. 1996). De méme chez
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I’Homme, le vieillissement é&tait associé a une réduction de [Dactivité oxydative
mitochondriale du muscle squelettique (-40% entre 27 et 71 ans) (Petersen, Befroy et al.
2003). Cette réduction de I’activité des cytochromes bcl et ¢ oxydase mais pas du complexe
succinate déshydrogénase était associée a I’augmentation des mutations de 1I’ADN
mitochondrial chez la personne agée (Chabi, Mousson de Camaret et al. 2005). De plus, des
expérimentations d’immunohistochimie ont permis de mettre en évidence que la majorité des
fibres déficientes pour le complexe multiprotéique cytochrome c oxydase (complexe IV)
avaient des expressions réduites pour la sous unité II, codée par I’ADN mitochondrial mais
pas pour la sous-unité IV, codée par I’ADN génomique (Fayet, Jansson et al. 2002).

Ces altérations de I’ADN mitochondrial associées a la diminution de la synthese et de
I’activité des complexes de la chaine respiratoire sont supposées €tre a l'origine de la
perturbation de la fonction respiratoire et de la phosphorylation oxydative (Hiona and
Leeuwenburgh 2008). En effet, une réduction de la consommation d’oxygene chez I’Homme
(Joseph, Adhihetty et al. 2012) et de la synthese d’ATP chez le rat (Drew, Phaneuf et al.
2003) et chez 'Homme (Short, Bigelow et al. 2005) ont été mises en évidence avec le
vieillissement. Cette diminution de la production d’ATP pourrait &tre due ou amplifiée par la
réduction de I’affinité de la mitochondrie pour I’ADP en réponse a la contraction musculaire,
récemment montrée chez le rat agé (Gouspillou, Bourdel-Marchasson et al. 2014). De plus,
une importante défaillance dans la chaine respiratoire entrainait 1’apoptose induite par la
mitochondrie (Chistiakov, Sobenin et al. 2014), qui était corrélée a la faible vitesse de marche
et a la réduction du volume musculaire chez la personne agée (Marzetti, Lees et al. 2012).

Le vieillissement influence aussi la formation de mitochondries. Une revue récente
conclue sur le réle de p38 MAPK, PGCla et mTOR dans I’altération de la biogenese
mitochondriale au cours du vieillissement (Sanchis-Gomar, Garcia-Gimenez et al. 2014). En
effet, ’expression de PGCla, facteur clé de la biogenese mitochondriale (Figure 30) (Ling,
Poulsen et al. 2004) et I’activité du facteur AMPK, qui tout comme p38 MAPK controle
PGCla, (Jornayvaz and Shulman 2010) sont réduites avec 1’age. De plus, 1’activation de p38
MAPK et I’induction de I’expression protéique de PGCla, NRFI1 et du cytochrome c, en
réponse a un stimulus comme I’exercice physique, sont aussi réduites au cours du
vieillissement (Williamson, Gallagher et al. 2003; Derbre, Gomez-Cabrera et al. 2012).

Dans une étude menée sur 2 groupes de personnes agées selon leur score SPPB
permettait de mettre en évidence une réduction de la fonction mitochondriale qui serait

associée a la performance physique (Joseph, Adhihetty et al. 2012).
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En conclusion, le vieillissement est associé a I’accumulation de dommages au niveau
de I’ADN mitochondrial et a une diminution de la synthese protéique musculaire
mitochondriale qui causent, du moins en partie 1’altération des protéines de la chaine
mitochondriale et de la capacité oxydative, ainsi qu’une diminution de la biogenese de cet
organite. De plus, la mitochondrie est le siege de la production d’especes réactives de
I’oxygene (ROS) responsables du stress oxydant, mécanisme amplifié en cas de déficience

mitochondriale (Nunnari and Suomalainen 2012).

2-3-4- Role des hormones

La sarcopénie est renforcée par les modifications endocrines du vieillissement. Seules
les hormones étudiées dans le cadre de cette these, I’insuline, I'IGF-1 et les estrogenes, seront
développées dans ce chapitre. Cependant d’autres hormones ont un rdle dans 1’étiologie de la

sarcopénie comme la testostérone par exemple.

2-3-4-1- L’insuline

L’insuline est secrétée par les cellules du pancréas en réponse a une augmentation des
concentrations de glucose circulant permettant son stockage. La synthese protéique est
augmentée en réponse a ’insuline (Biolo, Declan Fleming et al. 1995), qui contrdle les états
de phosphorylation des différents acteurs de la voie Akt/mTOR (Figure 29) (Kimball, Vary et
al. 1994; Proud 2006). Chez le mini-porc, I'insuline augmentait la synthese des protéines
mitochondriales mais pas des protéines sarcoplasmiques ou des MHC (Boirie, Short et al.
2001). 1l est important de souligner que I’acide aminé leucine peut activer certaines étapes de
la voie de signalisation de I’insuline, régulant I’initiation de la traduction protéique (Anthony,
Yoshizawa et al. 2000; Dardevet, Sornet et al. 2000).

Au cours du vieillissement, la sensibilit¢ du muscle squelettique a I’insuline diminue
(Cree, Newcomer et al. 2004). Chez le volontaire agé, des doses supraphysiologiques
d’insuline étaient nécessaires pour stimuler la voie Akt/mTOR (Fujita, Glynn et al. 2009). En
effet, apres ingestion de glucose et d’acides aminés, I’augmentation des taux d'insuline
provoquait une augmentation de la synthese protéique plus faible chez le volontaire 4gé (72
ans en moyenne) que chez le sujet jeune adulte (30 ans en moyenne) (Volpi, Mittendorfer et
al. 2000). Ceci pourrait étre di a un moindre effet de I’insuline sur 1’état de phosphorylation

de S6K, facteur essentiel pour I'initiation de la traduction protéique, mis en évidence chez le
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volontaire 4gé soumis a une perfusion d’insuline et d’acides aminés (Guillet, Prod'homme et
al. 2004).

La résistance a I'insuline est caractérisée par la perte de la capacité cellulaire a
répondre a I’insuline qui se traduit par une diminution de 1’absorption, de la prise en charge et
de I’oxydation du glucose ainsi que de la synthese de glycogene (Abdul-Ghani and DeFronzo
2010). De plus, la résistance a I’'insuline est associée a une dérégulation du métabolisme des
acides gras et notamment de la phosphorylation oxydative mitochondriale (Abdul-Ghani and
DeFronzo 2010). Ce mécanisme est renforcé par la diminution du nombre de fibres de type 11
au profit des fibres de type I qui sont plus dépendantes du métabolisme du glucose et donc de
I’insuline (Song, Kawano et al. 1999; Song, Ryder et al. 1999). A noter qu’une résistance a
I’insuline pour le métabolisme protéique était mise en évidence chez des sujets agés non
insulino-résistants au niveau glucidique (Guillet, Prod'homme et al. 2004).

La dérégulation du métabolisme énergétique liée a 1’age est associée a un stockage
ectopique des lipides excédentaires, appelé lipotoxicité, dans le muscle squelettique (Cree,
Newcomer et al. 2004; Slawik and Vidal-Puig 2006; Tardif, Salles et al. 2014). L’infiltration
lipidique au sein des fibres musculaires pourrait engendrer un affaiblissement de la
contraction musculaire (Ryall, Schertzer et al. 2008), a 1’origine d’une réduction de 1’activité
physique, qui a son tour renforcerait la résistance a 1’insuline créant ainsi un cercle vicieux
(Abbatecola, Paolisso et al. 2011).

L’insuline prévient la dégradation protéique en augmentant la disponibilité des acides
aminés pour la synthese protéique dans le muscle, mécanisme qui est altéré si 1’individu
souffre de résistance a 1’insuline (Abbatecola, Paolisso et al. 2011). De plus, la dérégulation
du métabolisme de I’insuline chez la souris favorisait le catabolisme protéique en augmentant
I’expression des ubiquitines ligases (Wang, Hu et al. 2006).

Le lien entre la résistance a I’insuline et les dérégulations mitochondriales a fait I’objet
de plusieurs revues (Turner and Heilbronn 2008; Dumas, Simard et al. 2009; Chow, From et
al. 2010; Abbatecola, Paolisso et al. 2011; Dela and Helge 2013). Cependant, les mécanismes
impliqués, 1’existence d’une réciprocité ou d’un lien de causalité ainsi que la séquence des

événements, n’ont pas encore été élucidés.

2-3-4-2- IGF-1
L’IGF-1 peut étre produit localement par le muscle squelettique ou de fagon

systémique grace a sa sécrétion par le foie. Les deux sources agissent sur le muscle pour
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promouvoir la synthese protéique, la prolifération et la différenciation des fibres musculaires
(Schiaffino and Mammucari 2011). De plus, I'IGF-1 améliore la survie des unités motrices et
augmente l’expression des protéines impliquées dans le couplage excitation-contraction
(Messi and Delbono 2003; Ryall, Schertzer et al. 2008).

Au niveau hépatique, 1’expression de I'IGF-1 est sous le controle de I’hormone de
croissance (GH) (Bichell, Kikuchi et al. 1992). La synthese de la GH et de I'IGF-1 hépatiques
est diminuée avec 1’age (Zadik, Chalew et al. 1985; Petrella, Kim et al. 2006). De faibles taux
d’IGF-1 sérique chez la femme agée étaient associés a la faible force des muscles extenseurs
du genou, a une faible vitesse de marche et a une réduction de la mobilité (Cappola, Bandeen-
Roche et al. 2001). Une association positive entre les taux sériques d’IGF-1 et la force
musculaire de préhension a été mise en évidence chez la femme de plus de 60 ans et plus
particulierement chez la femme post-ménopausée mais pas chez I’homme (Taekema, Ling et
al. 2011). En ce qui concerne I’expression génique d’IGF-1 musculaire, celle-ci était moins
stimulée par 1’exercice physique chez la personne agée, suggérant une diminution de la

production locale (Hameed, Orrell et al. 2003; Petrella, Kim et al. 2006).

2-3-4-3-  Les estrogenes

Dans les muscles squelettiques soleus et EDL de souris, les deux isoformes d’ER ont
été identifiés (Baltgalvis, Greising et al. 2010). Chez I’'Homme, les ERa et ERf ont été
identifiés dans le muscle vastus lateralis de la cuisse, au niveau des noyaux des fibres
musculaires (Wiik, Glenmark et al. 2003; Wiik, Ekman et al. 2005; Wiik, Ekman et al. 2009).
Généralement, les deux récepteurs étaient co-exprimés dans le méme noyau (Wiik, Ekman et
al. 2009). Pour vérifier que les estrogenes impactent le muscle squelettique en modulant les
ER, des modeles de souris invalidées pour I’ERa ou pour I'ERP ont été mis en place (Brown,
Ning et al. 2009). Ainsi, I’invalidation de I’ERa augmentait le poids corporel et le poids du
tibialis anterior avec une diminution des propriétés contractiles des muscles gastrocnemius et
tibialis anterior alors que la suppression de ’ERP n’induisait pas de différence par rapport
aux souris sauvages (Brown, Ning et al. 2009). Dans cette méme étude, la suppression de
I’aromatase, enzyme responsable d’une étape clé de la biosynthese des estrogenes, induisait
une augmentation du poids corporel et une diminution des propriétés contractiles des muscles
gastrocnemius et tibialis anterior.

Une accélération de la perte de masse musculaire est observée au moment de la

ménopause (Aloia, McGowan et al. 1991). En parallele, une diminution de la force est
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constatée, phénomene qui est inversé par les THS (Phillips, Rook et al. 1993; Rolland, Perry
et al. 2007). En effet, selon une métaanalyse, la prise de THS permet d’améliorer de 5% la
force musculaire chez la femme (Greising, Baltgalvis et al. 2009). Chez la souris, la perte de
force musculaire apreés ovariectomie était associée a une diminution de la fraction de tétes de
myosine fixées a I’actine lors de la contraction musculaire (Moran, Warren et al. 2006). De
plus, I'ostéoporose a été récemment associée a une atrophie préférentielle des fibres
musculaires de type II, de facon proportionnelle au degré de la pathologie (Terracciano, Celi
et al. 2013). 1l est important de noter que cette atrophie préférentielle des fibres de type II
n’était pas observée chez les volontaires ostéoarthrosiques, qui subissaient une perte des fibres
de type I et de type 11

L’hormone 17-estradiol avait un effet antiapoptotique sur les cellules musculaires in
vitro, mécanisme qui implique la voie Akt/mTOR (Vasconsuelo, Milanesi et al. 2008). Chez

la femme ostéoporotique, une réduction significative de I’expression protéique d’ Akt semblait

étre impliquée dans I’atrophie musculaire (Terracciano, Celi et al. 2013).

La ménopause étant associée a une diminution des estrogenes mais aussi de la GH, de
I’IGF-1 et de I’insuline ainsi qu’a une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, il est
difficile d’isoler les effets des estrogenes sur le développement de la sarcopénie (Messier,

Rabasa-Lhoret et al. 2011).

2-3-5- Stratégies de prévention et de traitement de la sarcopénie
2-3-5-1- L’exercice physique

Il est clair que I’exercice physique a un effet bénéfique sur la masse et la force
musculaires, et permet de prévenir le développement de la sarcopénie (Freiberger, Sieber et
al. 2011; Montero-Fernandez and Serra-Rexach 2013). En effet, une étude clinique suggere
que I’entrainement continu pendant 12 a 17 ans, en réalisant des exercices de résistance,
pourrait contrecarrer les modifications de la morphologie et de la fonction au cours du
vieillissement (Klitgaard, Mantoni et al. 1990). Chez des personnes agées, la synthese
protéique était rapidement augmentée apres un exercice physique de résistance (Schulte and
Yarasheski 2001).

Ainsi, I’activité physique et plus particulierement le renforcement musculaire et le

travail de 1’équilibre font partie de la stratégie de prévention des chutes de ’OMS (Aide-
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mémoire N°344 Octobre 2012). Cependant, cette pratique n’est pas toujours possible chez la

personne agée (Malafarina, Uriz-Otano et al. 2012).

2-3-5-2- Les traitements médicaux

A ce jour, il n’existe pas de traitement pharmaceutique de la sarcopénie mais de
nombreuses études ont été et sont menées. Les études d’administration de GH ont permis de
mettre en évidence une augmentation de la masse musculaire, qui n’était cependant pas
associée a une amélioration de la force musculaire (Papadakis, Grady et al. 1996). De plus, les
traitements de GH entrainaient des effets secondaires comme des douleurs articulaires, le
syndrome du canal carpien, des cedemes, du diabete (Borst 2004; Malafarina, Uriz-Otano et
al. 2012). Un traitement a I’aide d’IGF-1 améliorait le métabolisme protéique (Butterfield,
Thompson et al. 1997) et augmentait la force musculaire (Thompson, Butterfield et al. 1998)
chez la femme agée fragile. Cependant, de nombreux effets secondaires ont été identifiés dont
des douleurs articulaires et des cedemes (Thompson, Butterfield et al. 1998).

Le rétablissement des taux de GH et d’IGF-1 par injection de GH releasing hormone
(Corpas, Harman et al. 1992) a permis d’améliorer la force musculaire et I’endurance
(Vittone, Blackman et al. 1997) sans effet secondaire. Ainsi, ce traitement semble étre une
bonne solution pour rétablir les propriétés anaboliques de I’axe GH-IGF-1 chez la personne
agée, mais nécessite plus d’investigation (Walrand, Guillet et al. 2011).

Une autre stratégie en cours d’évaluation est I’inhibition de la myostatine, un
inhibiteur de la myogenese dont I’expression est augmentée au cours du vieillissement (White
and Lebrasseur 2014). Chez la souris, I'inhibition de ce facteur augmentait la masse

musculaire (Collins-Hooper, Sartori et al. 2014).
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2-4- Un modele de dérégulation commun: Inflammation et stress oxydant

L’inflammation et le stress oxydatif sont des mécanismes communs au développement

de I’ostéoporose et de la sarcopénie.

2-4-1- L’inflammation

L'inflammation constitue une réaction de défense immunitaire hautement régulée. Au
cours du vieillissement une altération des processus de régulation exacerbe 1’inflammation
causant des dommages métaboliques et fonctionnels chez 1’hote (Calder 2013). Cette
augmentation d’un facteur 2 a 4 des concentrations circulantes des médiateurs pro-
inflammatoires est appelée inflammation de bas grade (Krabbe, Pedersen et al. 2004). Elle est
induite par de nombreux facteurs dont la diminution de la production d’estrogeénes et
I’augmentation de la masse grasse (Krabbe, Pedersen et al. 2004). Elle est caractérisée, entre
autres, par une augmentation des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'IL-1 et

I’'IL-6, mais aussi la C-reactive protein (CRP) (Beyer, Mets et al. 2012).

2-4-1-1- Inflammation et perte osseuse

La ménopause est associée a une augmentation de la production d’IL-1, d’IL-6 et de
TNF-a (Zheng, Vrindts et al. 1997; D'Amelio, Grimaldi et al. 2008). Ce phénomene est aussi
retrouvé chez la femme apres ablation des ovaires (Pacifici, Brown et al. 1991). Cette
imprégnation de cytokines est responsable, au moins en partie de la perte osseuse car la
surexpression d’IL-6 était associée a une ostéopénie chez la souris (De Benedetti, Rucci et al.
2006). De plus, I’inhibition de I'IL-1 (a I’aide de I’antagoniste IL-1 receptor antagonist) ou du
TNF-a (avec la TNF-binding protein) apres ovariectomie chez la souris permettait de réduire
la perte osseuse (Kimble, Matayoshi et al. 1995). De facon intéressante, administrés
ensemble, ces deux inhibiteurs supprimaient la perte osseuse. De mé€me, 1’ajout d’anticorps
anti-IL-6 annulait I’augmentation du nombre d’ostéoclastes induite par I’ovariectomie chez la
souris (Jilka, Hangoc et al. 1992). Ainsi, la neutralisation d’IL-6 supprimerait les effets
stimulateurs de I’IL-1 et du TNF-a (Devlin, Reddy et al. 1998).

En ce qui concerne les mécanismes impliqués, I'IL-1 augmenterait la survie des
ostéoclastes en stimulant la voie PI3K/Akt (Lee, Lee et al. 2002). L’ostéoclastogenese via
I’augmentation de 1’expression de RANKL est stimulée par I’IL-1 et le TNF-a (Hotfbauer,
Lacey et al. 1999; Ma, Miyanishi et al. 2004; Wei, Kitaura et al. 2005). De plus, la formation

des ostéoclastes par des mécanismes indépendants de RANKL était induite par le TNF-a in
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vitro (Kobayashi, Takahashi et al. 2000; Hotokezaka, Sakai et al. 2007). L’IL-1 et le TNF-a
sont des activateurs de voies de signalisation différentes mais qui convergent vers le facteur
de transcription NF-kB (Cagnetta and Patella 2012). Chez la souris, I’inhibition de NF-xB
permettait de limiter la perte osseuse due a I’ovariectomie des animaux (Chang, Wang et al.

2009).

2-4-1-2- Inflammation et sarcopénie

De la méme fagon que pour le tissu osseux et 1’ostéoporose, I’inflammation de bas
grade est associée a la sarcopénie. Les plus fortes concentrations sériques de TNF-a, d’IL-6 et
de CRP ont été associées négativement a la masse musculaire (Haren, Malmstrom et al. 2010;
Aleman, Esparza et al. 2011), a la force musculaire (Tiainen, Hurme et al. 2010; Bautmans,
Onyema et al. 2011) et a la performance musculaire (Haren, Malmstrom et al. 2010; Tiainen,
Hurme et al. 2010). Une étude de cohorte sur 326 femmes agées de 72 a 92 ans a été menée
sur 2 ans pour évaluer le potentiel des cytokines pro-inflammatoires en tant que marqueur de
la sarcopénie (Payette, Roubenoff et al. 2003). Aprés prélévement sanguin, les cellules
mononuclées sanguines périphériques (PBMC) ont été récupérées puis mises en culture avant
dosage des concentrations en IL-6 des surnageants. Les plus fortes concentrations d’IL-6

¢taient corrélées aux plus fortes pertes de masse maigre.

Plusieurs mécanismes ont été¢ étudiés pour expliquer les effets des cytokines pro-
inflammatoires sur le développement de la sarcopénie et impliqueraient une diminution de
I’anabolisme couplée a une augmentation du catabolisme musculaire.

L’administration chronique d’IL-1 chez le rat conduisait a une diminution de
I’expression génique des protéines myofibrillaires (Fong, Moldawer et al. 1989). De plus, une
diminution de la synthése protéique musculaire au niveau du soleus et du gastrocnemius a été
mise en évidence chez des rats traités au TNF-o (Lang, Frost et al. 2002). Dans une étude
chez le rat agé dans laquelle la mise en lot a été effectuée selon le statut inflammatoire, la
synthése protéique musculaire dans le tibialis anterior était stimulée chez les rats non
inflammés mais pas chez les rats ayant une inflammation de bas grade (Balage, Averous et al.
2010). D’un point de vue mécanistique, le TNF-o diminue la synthése protéique en
augmentant la liaison de 4EBPI1 a elF4E et en inhibant I’association des facteurs eIF4E et
elF4G, étape essentielle a la traduction protéique (Lang, Frost et al. 2002; Williamson,

Kimball et al. 2005). De plus, in vitro, le TNF-o réduisait la différentiation des myoblastes en
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Protéolyse

Figure 32 : Augmentation de la protéolyse en réponse a NF-kB.
NF-«B, nuclear factor-kappaB ; TNF-a, tumor necrosis factor-a ; TNFR, récepteur au TNF-a ; IL-1, interleukin-
1 ; IL-1R, récepteur a I'IL-1



myotubes en bloquant 1’expression du facteur de croissance musculaire MyoD (Chandran,
Knobloch et al. 2007).

En parallele, ces cytokines activent les voies NF-kB et p38 MAPK augmentant ainsi
I’expression des E3 ligases MuRF1 et MAFbx et activant le systéme protéolytique ubiquitine
protéasome (Figure 32) (Garcia-Martinez, Agell et al. 1993; Li and Reid 2000; Luo, Hershko
et al. 2003; Li, Chen et al. 2005; Egerman and Glass 2014).

Ces mécanismes pourraient étre amplifiés par I’infiltration lipidique au sein du muscle
observée avec 1’age (Cesari, Leeuwenburgh et al. 2006). En effet, certains lipides et
notamment le palmitate (Feng, Wang et al. 2012; Tardif, Salles et al. 2014) et les céramides
(Summers 2006; Tardif, Salles et al. 2014) réduisaient 1’activation d’Akt dans des cellules
musculaires in vitro. Ce mécanisme pourrait contribuer a la résistance a I’insuline
(Kewalramani, Bilan et al. 2010; Mahfouz, Khoury et al. 2014; Tardif, Salles et al. 2014), a
I’apoptose des cellules musculaires (Unger and Orci 2002; Unger 2003) mais aussi a la
réduction de la synthese protéique au cours du vieillissement (Tardif, Salles et al. 2014). A
noter que 1’accumulation des lipides au sein des cellules musculaires est aussi associée a
I’infiltration de macrophages pro-inflammatoires (Olefsky and Glass 2010). La lipotoxicité
musculaire pourrait ainsi contribuer et/ou amplifier 1’altération des cellules musculaires au
cours du vieillissement (Unger 2003; Weinberg 2006; Kewalramani, Bilan et al. 2010;
Savary, Trompier et al. 2012; Tardif, Salles et al. 2014).

2-4-1-3- Inflammation, ostéoporose et sarcopénie

De facon tres intéressante, un récent programme d’analyse génomique (genome-wide
association study : GWAS), ciblant conjointement les facteurs de susceptibilité génétique de
I’ostéoporose (mesure de géométrie de la hanche) et de la sarcopénie (masse maigre
appendiculaire), a permis I'identification du géne METTL21C codant pour une méthyle-
transférase (Huang, Hsu et al. 2014). La diminution de I’expression de ce geéne dans des
cellules musculaires C2C12 était associée a une réduction du nombre, de la taille et de la
longueur des myotubes formés et a une augmentation de la mort cellulaire de la lignée
ostéocytaire MLO-Y4. L’invalidation de ce geéne a mis en évidence qu’il modulerait

uniquement la voie NF-kB.
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En conclusion, la production de cytokines pro-inflammatoires est augmentée avec le
vieillissement mais aussi avec la ménopause. Ces cytokines déreglent le remodelage osseux et

le renouvellement protéique musculaire induisant ainsi une perte osseuse et musculaire.

L’inflammation n’est pas l'unique facteur commun de [’ostéoporose et de la
sarcopénie. En effet, le stress oxydant joue aussi un role majeur dans le développement de ces

pathologies et fait I’objet du paragraphe suivant.

2-4-2- Le stress oxydant

Le stress oxydant est issu d’un déséquilibre entre la production et la destruction des
ROS. Le vieillissement serait dii 2 une accumulation de dommages moléculaires, provoqués
entre autres mécanismes par les ROS, induisant une dégénérescence des tissus (Gladyshev
2014). La mitochondrie est le principal site de production des ROS (anion superoxide O,”,
radical hydroxyle HO® et peroxyde d’hydrogéne H,O, principalement), responsables du stress
oxydant, ce mécanisme étant amplifié en cas de déficience mitochondriale (Nunnari and
Suomalainen 2012). L’accumulation des ROS induit des dommages oxydatifs, de fagon
directe mais aussi par 1’activation de voies de signalisation (Uttara, Singh et al. 2009; Derbre,
Gratas-Delamarche et al. 2014). Or, une augmentation des marqueurs du stress oxydant est
observée au cours du vieillissement, mécanisme amplifié par la déficience en estrogenes

(Almeida, Han et al. 2007).

2-4-2-1- Stress oxydant et ostéoporose

Le stress oxydant due a une augmentation des ROS et a une diminution de I’activité
antioxydante serait un des mécanismes principaux de la perte osseuse consécutive a une
déficience en estrogenes (Wauquier, Leotoing et al. 2009; Khosla, Oursler et al. 2012; Marie
2014). En effet, chez la femme ménopausée, I’ostéopénie est associée a 1’augmentation du
stress oxydant et a la diminution de la capacité antioxydante (Ozgocmen, Kaya et al. 2007,
Ozgocmen, Kaya et al. 2007; Altindag, Erel et al. 2008). Les ROS et les autres produits issus
du stress oxydant atténuent 1’ostéoblastogenese, diminuent la durée de vie des ostéoblastes et
des ostéocytes tout en stimulant la génération, la fonction et la survie des ostéoclastes
(Khosla, Oursler et al. 2012).

Le stress oxydant active le facteur FOXO qui se lie a la B-catenin, inhibant ainsi la

voie Wnt et donc la prolifération et la différenciation des ostéoblastes (Manolagas and
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Almeida 2007; Almeida 2011). Ce mécanisme de défense permettrait d’orienter la cellule vers

la détoxification des ROS et la mort cellulaire.

2-4-2-2- Stress oxydant et sarcopénie

La production de ROS est augmentée dans le muscle squelettique avec 1’age (Capel,
Rimbert et al. 2005). Les altérations de la chaine respiratoire sont considérées comme étant un
mécanisme important dans l'augmentation de la production de O,” dans le muscle
squelettique agé (Ji 2001). En parallele, une augmentation des mécanismes enzymatiques
antioxydants est observée, mais n’est pas suffisante pour éviter la surgénération de ROS
(Derbre, Gratas-Delamarche et al. 2014). De plus, I'inactivité physique est susceptible
d’exacerber le stress oxydant induit par le vieillissement (Derbre, Gratas-Delamarche et al.
2014).

Les ROS alterent le renouvellement protéique, la régénération des fibres musculaires
et la contractilit¢ du muscle. En effet, la voie Akt/mTOR était inhibée par H,O, ; celui-ci
diminuant la phosphorylation des facteurs elF4E et 4EBP1 dans le soleus de rat, étudié ex
vivo (Wu, Liu et al. 2010). La supplémentation en antioxydants permettait de restaurer
partiellement le fonctionnement de la voie Akt/mTOR et la synthése protéique au sein du
muscle de rats agés (Marzani, Balage et al. 2008; Wu, Liu et al. 2010). De plus, H,O,
stimulait le catabolisme musculaire en augmentant la transcription des enzymes E2 et E3
(MAFbx et MuRF1) du complexe ubiquitine protéasome dans des myotubes in vitro (Li, Chen
et al. 2003). Dans cette derniere étude, H,O, augmentait la translocation nucléaire de NF-«kB,
qui stimulait I’expression génique des ubiquitines ligases. La voie de signalisation suivante a
donc été proposée : « ROS - @ NF-xB - @ dégradation protéique par le protéasome »
(Figure 32) (Derbre, Gratas-Delamarche et al. 2014).

Les ROS réduiraient la régénération cellulaire en activant la voie p38 MAPK, ce qui
limiterait la prolifération des myoblastes (Derbre, Gratas-Delamarche et al. 2014). De plus, la
réduction du stress oxydant stimulait la prolifération des cellules satellites (Chakravarthy,
Spangenburg et al. 2001) et la différenciation des myoblastes in vitro (Hansen, Klass et al.
2007). L’altération de la régénération cellulaire s’additionnerait a la diminution du
renouvellement protéique pour contribuer a la perte musculaire au cours du vieillissement.

L’atrophie musculaire n’est pas la seule conséquence du stress oxydant, et la
surproduction de ROS altére aussi la contractilit¢ des muscles. En effet, les protéines

troponine, tropomyosine, myosine et actine posseédent des groupements thiols qui sont
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sensibles a 1’oxydation et dont la modification pourrait altérer les mécanismes de la
contraction musculaire (Reid 2008; Terrill, Radley-Crabb et al. 2013). De plus, les ROS
pourraient réduire la force musculaire en diminuant la sensibilit¢é des myofilaments au

calcium (Reid 2008).

2-4-2-3-  Stress oxydant, ostéoporose et sarcopénie

En résumé, 1’ostéoclastogenese, 1’activation des ostéoclastes et la résorption osseuse
sont augmentés par les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a et CRP) et le stress
oxydant, ce dernier étant aussi responsable d’une inhibition de la formation osseuse. De plus,
I’inflammation, conjointement au stress oxydant, favorise la dégradation des protéines
myofibrillaires et diminue la synthese protéique. Globalement, tous ces mécanismes
conduisent a une perte conjointe de masse osseuse et musculaire.

L’idée d’un lien entre I’inflammation, les dysfonctionnements mitochondriaux et le
stress oxydant a émergé au cours des années 2000 (Salvioli, Capri et al. 2006). Par exemple, il
existerait un cercle vicieux entre la production de TNF-a, I’activation de NF-xB et la
génération des ROS (Piantadosi and Suliman 2012). De plus, ces mécanismes seraient
amplifiés par la déficience en estrogeénes et I’inactivité physique. Le vieillissement est associé
a une inflammation de bas grade et au stress oxydant, qui induiraient la résistance a I’insuline,
et donc la résistance anabolique musculaire (Gratas-Delamarche, Derbre et al. 2014). Tous ces

mécanismes seraient amplifiés par la lipotoxicité musculaire.
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2-5- Les relations os-muscle

Ce chapitre est un résumé car il a fait I’objet d’une revue générale de la littérature,
intitulée « Muscle and bone, two interconnected tissues » présentée en Annexe de ce
manuscrit.

L’os et le muscle squelettique sont complémentaires et essentiels pour la locomotion et
I’autonomie des individus, les os étant les leviers sur lesquels les muscles peuvent exercer des
forces. Dans les dernieres décennies, 1'idée d'une unité os-muscle a émergé. De nombreuses
études, de I’in utero jusqu’aux travaux sur le vieillissement, ont renforcé cette hypothese. La
charge mécanique est un mécanisme clé reliant les deux tissus, avec un role central favorable
de T’activité physique. De plus, le secrétome du muscle squelettique comporte diverses
molécules qui affectent 1’0os. Des molécules ostéo-inductrices (I'IGF-1, le FGF-2, I'IL-15,
I’osteoglycin (OGN), le FAMSC, le Tmem119 et I’osteoactivin) et des ostéo-inhibitrices
(I'IL-6 et la myostatine) ont été€ mises en évidence. Méme si les études sur les effets potentiels
de l'os sur le métabolisme musculaire sont plus rares, quelques ostéokines ont été identifiées.
La PGE2 et le Wnt3a, qui sont sécrétées par les ostéocytes auraient des effets myo-inducteurs,
tout comme I’OCN et I'IGF-1 produites par les ostéoblastes. En revanche, la sclerostin,
exprimées par ces deux types cellulaires, pourrait altérer le métabolisme musculaire.

Le cartilage et le tissu adipeux sont également susceptibles de participer a cette boucle
de régulation et ne doivent pas étre mis de coté. En effet, les chondrocytes sont connues pour
sécréter le facteur DKKI1, un ostéo-inhibiteur et 1’Indian Hedgehog (Ihh), qui pourrait
promouvoir les métabolismes osseux et musculaire. Les adipocytes produisent de la leptine,
de l'adiponectine et de I'IL-6, qui modulent potentiellement le métabolisme osseux et
musculaire. La myostatin semble jouer un rdle central dans I’interconnexion de ces tissus, car
elle peut influencer négativement les muscles, les os et le cartilage et promouvoir le tissu
adipeux. D'autres mécanismes métaboliques tels que l'inflammation sont impliqués dans le
développement de l'ostéoporose et de la sarcopénie, pathologies affectant les os et les
muscles, respectivement. Les études sur les vols spatiaux et 1’alitement ont permis
l'identification de mécanismes sous-jacents des processus de 1'ostéopénie et de la sarcopénie.
L'impact bénéfique de l'exercice physique et d’une alimentation équilibrée, incluant des
ingrédients clés tels que les protéines, le calcium, la vitamine D et divers micronutriments et
acides gras spécifiques, semble essentiels.

De plus amples recherches sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes

impliqués entre 1'os et le muscle squelettique, afin de développer de nouvelles stratégies pour
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lutter contre le développement de 1'ostéoporose la sarcopénie conjointement. Ces stratégies

pourraient inclure des interventions nutritionnelles et 'exercice physique.
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2-6- Conclusion

L’ostéoporose et la sarcopénie sont deux pathologies qui se développent au cours du
vieillissement et qui sont induites par des mécanismes communs comme 1’inflammation et le
stress oxydant. De plus, chez la femme, ces pathologies sont amplifiées par la déficience
estrogénique de la ménopause, faisant de cette population une cible préférentielle.
Actuellement, il existe différents traitements pour lutter contre la progression de
I’ostéoporose, alors qu’aucun traitement n’est disponible pour lutter contre la sarcopénie.
Cependant, les traitements anti-ostéoporotiques engendrent des effets secondaires néfastes
pour la santé. Méme si l'exercice physique apparait comme 1’'une des meilleures thérapies
pour prévenir le développement de ces pathologies, il reste difficile a maintenir chez la
personne agée. Ainsi, ces différentes raisons conduisent a élaborer de nouvelles stratégies de

prévention et de prise en charge de 1’ostéoporose et de la sarcopénie.
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3- Les stratégies nutritionnelles

La consommation d’aliments a fort potentiel anti-inflammatoire et/ou antioxydant
pourrait contrer les mécanismes de développement de 1’ostéoporose et de la sarcopénie et
ainsi prévenir ces processus dégénératifs. A ce titre, I'intérét des constituants du régime
méditerranéen tels que 1’huile d’olive, la vitamine D et le DHA pour prévenir 1’ostéoporose,
la sarcopénie et les processus inflammatoires et oxydants associés sera discuté dans les

paragraphes suivants.

3-1- Le régime méditerranéen

Le régime méditerranéen est caractérisé par une consommation forte en végétaux,
faible a modérée en poisson, volaille, produits laitiers et vin et faible en viande rouge avec
comme source majoritaire d’acides gras, I’huile d’olive (Willett, Sacks et al. 1995;
Almendros, Obrador et al. 2013). Une méta-analyse a mis en évidence une association entre
I’adhésion a une alimentation de type méditerranéenne et une réduction de 1’incidence des
maladies neuro-dégénératives et de la mortalité due aux pathologies cardio-vasculaires et aux
cancers (Sofi, Cesari et al. 2008). En effet, la consommation d’un régime méditerranéen
diminue le stress oxydant, impliqué dans le développement de nombreuses maladies (Dai,
Jones et al. 2008). C’est le cas en particulier pour le métabolisme osseux et le métabolisme
musculaire, qui sont altérés par la présence de ROS en exces (Armour, Van et al. 1999; Arai,
Shibata et al. 2007; Aoi and Sakuma 2011). Dans une étude chez des femmes pré et post-
ménopausées, le maintien de la BMD était positivement associé a 1’utilisation du régime
méditerranéen (Rivas, Romero et al. 2013). De plus, il existe un gradient nord-sud de
I’incidence des fractures en Europe, avec un taux d’apparition plus faible dans la zone
méditerranéenne (Johnell, Gullberg et al. 1992; Kanis 1993). Une étude récente menée sur
188 795 personnes agées de 49 ans en moyenne, montrait que 1’adhésion au régime
méditerranéen était associée a une diminution de I’apparition des fractures de la hanche
(Benetou, Orfanos et al. 2013). Cependant, dans une étude francaise menée sur 1482
personnes de 67 ans en moyenne, une plus forte adhésion au régime méditerranéen n’était pas
associée a une diminution du risque fracturaire (évalué sur la hanche, les vertebres et le
poignet) (Feart, Lorrain et al. 2013). Ces résultats peuvent s’expliquer, au moins en partie, par
la puissance statistique tres inférieure de la seconde étude. De facon plus précise, la

consommation de fruits et Iégumes ou de poisson et d’huile d’olive, avec un faible apport en
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viande rouge étaient corrélés positivement a la BMD chez des sujets de sexe féminin (New,
Bolton-Smith et al. 1997; New, Robins et al. 2000; Kontogianni, Melistas et al. 2009).

Il apparait au vu de la littérature actuelle, qu’au moins trois éléments clés du régime
méditerranéen présentent un fort potentiel pour la prévention de 1’ostéoporose et de la

sarcopénie. Ils sont représentés par I’huile d’olive, la vitamine D et le DHA.
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Phenolic acids

Benzoic acid derivatives

Gallic acid R,
Gentisic acid

Benzoic acid HO
Vanillic acid

Protocatecuic acid RY
p-Hydroxybenzoic acid

Syringic acid
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Figure 34 : Structure de I’oleuropéine et de ses métabolites (Hagiwara, Goto et al. 2011).




3-2- L’huile d’olive et ses polyphénols

L’huile d’olive est la source principale d’acides gras du régime méditerranéen (Perez-
Lopez, Chedraui et al. 2009). En effet, dans les pays méditerranéens, 30 a 50 g d’huile d’olive
sont consommés chaque jour (Vissers, Zock et al. 2004). L’huile d’olive vierge est définie par
la norme Codex Stan 33-1981 du Codex Alimentarius : « Les huiles d’olive vierges sont les
huiles obtenues du fruit de [’olivier uniquement par des procédés mécaniques ou d’autres
procédés physiques dans des conditions, particulierement thermiques, qui n’entrainent pas
d’altération de I’huile et n’ayant subi aucun traitement autre que le lavage, la décantation, la
centrifugation et la filtration ». Différents types d’huile d’olive sont distingués selon le degré
d’acidité libre exprimée en acide oléique. L ’acidité libre est la quantité d’acide oléique sous
forme d’acide gras libre. Elle permet d’indiquer 1'état de dégradation des triglycérides, forme
majoritaire des acides gras de I’huile d’olive. Ainsi, I’huile d’olive extra vierge a une acidité
libre de 0,8 g/100 g maximum et I’huile d’olive vierge de 2 g/100 g maximum. L’huile
raffinée a une acidité libre de 0,3 g/100 g maximum et est obtenue a partir des huiles d’olive
vierges par des techniques de raffinage qui n’entrainent pas de modifications de la structure
glycéridique initiale.

La composition de I’huile d’olive varie selon la zone de culture, le cultivar, les
systemes de cueillette et de stockage, le degré de maturation des fruits et la méthode de
transformation (Ranalli, Ferrante et al. 1999; Mailer 2006; Galtier, Dupuy et al. 2007).
Globalement, 95 a 99% de I’huile d’olive sont représentés par des triacylglycérols (Mailer
2006) dont 55 a 83% d’acide oléique (C18:1), 7,5 a 20% d’acide palmitique (C16:0) et 3,5 a
21% d’acide linolénique (C18:2) (Codex Alimentarius) (Boskou, Blekas et al. 2006). De plus,
plus de 200 composés sont retrouvés dans 1’huile d’olive dont des stérols, des phénols, du
squaleéne et des tocophérols (Stark and Madar 2002; Servili, Selvaggini et al. 2004; Mailer
2006). Les polyphénols caractéristiques et majoritaires de I’huile d’olive extra vierge, vierge
et raffinée figurent dans le Tableau 1 (Rothwell, Perez-Jimenez et al. 2013). La fraction
polyphénolique de I’huile d’olive est constituée de plus de 30 composés dont des flavonoides,
des acides phénoliques, des lignanes et d’autres polyphénols que sont I’oleuropéine, le
ligstroside et leurs dérivés (Figure 33). Les polyphénols les plus abondants de 1’huile d’olive
sont les dérivés sécoiridoides oleuropéine- et ligstroside-aglycones, ainsi que 1’hydroxytyrosol
et le tyrosol, deux phénols simples dérivés de I’oleuropéine (Figure 34) (Hagiwara, Goto et al.
2011). Chaque huile d’olive a un profil polyphénolique particulier qui lui confére son gofit

caractéristique (Mailer 2006). La quantité de polyphénols peut varier de 20 a 500 mg/L
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(Owen, Mier et al. 2000; Stark and Madar 2002; Oi-Kano, Kawada et al. 2007). Le processus
de raffinage permet d’éliminer la plupart de ces composés (Owen, Mier et al. 2000), 70%
selon les données de Phenol Explorer (Tableau 1).

Chez I’'Homme, 55 a 66% des polyphénols de I’huile d’olive seraient absorbés au
niveau intestinal (Vissers, Zock et al. 2002). Cependant d’une facon générale, la
biodisponibilité des polyphénols varie selon leur nature et leur source (Manach, Williamson et
al. 2005). De plus, les métabolites circulant dans le sang, résultant de la digestion et de
I’activité hépatique différent des composés natifs de I’huile (Manach, Williamson et al. 2005).
Il s’agit de formes sulfatées et glucuronidées (de la Torre 2008; Suarez, Valls et al. 2011). La
concentration sanguine des métabolites des polyphénols varie de 0,1 a 10 pmol/L (Kroon,
Clifford et al. 2004; Suarez, Valls et al. 2011) et il existe une trés forte variation
interindividuelle (Suarez, Valls et al. 2011). Pour le cas particulier du tyrosol, dans une étude
chez 8 volontaires sains, I’ingestion de 1650 pug de tyrosol contenus dans 50 mL d’huile
d’olive permettait de passer d’une excrétion urinaire basale de 2,4 - 25,2 ug/L a un pic de
1000 pug/L, en moyenne, entre O et 4 heures post-ingestion (Miro Casas, Farre Albadalejo et
al. 2001). La quantité de tyrosol excrétée sur 24 heures était de 281 a 708 ug, soit 17 a 43%

avec une moyenne de 24,7% de la quantité de tyrosol consommée.

L’huile d’olive est supposée Etre a I’origine de la longévité des sujets suivant le régime
méditerranéen (Perez-Lopez, Chedraui et al. 2009). En effet, la consommation d’huile d’olive
extra vierge a été inversement associée a la mortalité globale dans 1’étude European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) (Masala, Ceroti et al. 2007).
Parmi tous ses composés, ce sont les polyphénols qui seraient vecteurs des effets bénéfiques
de I’huile d’olive (Habauzit and Horcajada 2008; Cicerale, Lucas et al. 2010). L’impact de la
consommation d’huile d’olive sur les tissus osseux et musculaires, ainsi que sur le stress

oxydant et I’inflammation seront développés ci-dessous.

3-2-1- Les effets bénéfiques de I’huile d’olive sur le tissu osseux

Les mécanismes d’action de 1’huile d’olive sur le tissu osseux ont été évalués chez
I’Homme, chez 1’animal et au niveau cellulaire (Tableau 2).

Les premicres études sur 1’huile d’olive et I’os ont été menées il y a plus de 30 ans.
L’acide oléique stimulerait 1’absorption calcique (Laval-Jeantet and Laval-Jeantet 1976). De
plus, des questionnaires complétés par 135 volontaires agées de 28 a 86 ans, ont permis

d’identifier que I’age, la médication, 1’activité physique (selon son intensité) et une seule
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composante nutritionnelle: I’huile d’olive, étaient des facteurs déterminants de la BMD
mesurée sur la troisieme vertebre lombaire (Laval-Jeantet, Gen et al. 1984; Charbonnier
1996). Les BMD les plus élevées étaient obtenues avec une consommation mensuelle de 500
a 750 mL d’huile d’olive, soit 16 a 25 mL par jour.

Une étude clinique portant sur un régime méditerranéen avec au moins 50 mL d’huile
d’olive a été menée pendant 2 ans, sur des hommes de 55 a 80 ans (Fernandez-Real, Bullo et
al. 2012). La consommation de ce régime permettait d’augmenter les concentrations
sanguines de deux marqueurs de la formation osseuse (OCN et PINP (N-terminal propeptide
of type I procollagen)) et de diminuer celle de CTX1, un marqueur de la résorption osseuse,
suggérant une protection du tissu osseux.

Les études précliniques menées au sein de notre équipe ont mis en évidence que les
olives noires, 1’huile d’olive, ainsi que trois de ses principaux polyphénols : 1’oleuropéine, le
tyrosol et I’hydroxytyrosol, prévenaient la perte osseuse induite par 1’ovariectomie dans le
modele d’ostéoporose sénile chez le rat (ovariectomie associée a une inflammation) (Puel,
Quintin et al. 2004; Puel, Mathey et al. 2006; Puel, Mardon et al. 2007; Puel, Mardon et al.
2008). Dans ce méme modele, I’oleuropéine ainsi que I’huile d’olive augmentait la charge de
rupture du fémur, qui reflete les propriétés mécaniques de 1’os au niveau de la diaphyse (Puel,
Quintin et al. 2004). Dans des modeles d’ostéoporose post-ménopausique, 1’huile d’olive
extra vierge, ainsi que I’oleuropéine, le tyrosol, I’hydroxytyrosol et la lutéoline prévenaient la
perte osseuse, avec une réduction du nombre d’ostéoclastes (Hagiwara, Goto et al. 2011; Kim,
Jung et al. 2011; Saleh and Saleh 2011). A I'inverse, dans une étude récente, la consommation
d’un extrait polyphénolique d’huile d’olive extra vierge par le rat ovariectomisé ne limitait
pas la perte osseuse (Keiler, Zierau et al. 2013).

En ce qui concerne les expérimentations in vitro, il est important de souligner que les
doses nutritionnelles de polyphénols, qui correspondent aux concentrations plasmatiques, sont
de I’ordre de 0,1 a 10 uM (Kroon, Clifford et al. 2004). La diminution de la formation des
ostéoclastes a été confirmée in vitro sur des précurseurs issus de la rate cultivés en présence
de 10 uM d’oleuropéine (Hagiwara, Goto et al. 2011) et sur des cellules de la lignée
Raw264.7 en présence de 1 a 10 uM de lutéoline (Lee, Ahn et al. 2009; Kim, Jung et al.
2011). Le mécanisme pourrait impliquer une inhibition de la stimulation de I’expression de
NFATc1 par RANKL (Lee, Ahn et al. 2009). Des résultats similaires ont été obtenus a de plus
fortes doses d’oleuropéine (50 uM - 100 uM), d’hydroxytyrosol (50 - 100 uM) ou de tyrosol
(100 uM). De plus, I'oleuropéine a 1, 10 ou 100 uM augmentait la différenciation

ostéoblastique au détriment de la différenciation adipocytaire in vitro (Santiago-Mora,
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Casado-Diaz et al. 2011). En présence de 1 ou 10 uM d’oleuropéine, I’expression des facteurs
Runx?2, osterix, ALP, Collal, OCN mais aussi OPG était augmentée. L’oleuropéine a forte
concentration (100 uM) stimulait le dépdt de calcium des MC3T3-E1 (Hagiwara, Goto et al.
2011). Cependant, I’oleuropéine de 1 a 10 uM et I’hydroxytyrosol a 10 uM diminuaient
I’activité métabolique et donc la viabilité des pré-ostéoblastes MC3T3-E1 apres 69 heures de
culture, contrairement au tyrosol (Hagiwara, Goto et al. 2011). Des résultats équivalents ont
été obtenus a de plus fortes concentration d’oleuropéine (2 partir de 50 uM apres 45 heures ou

69 heures de culture) et d’hydroxytyrosol (100 uM apres 69 heures de culture).

En conclusion, I’huile d’olive et ses composés jouent un rdle dans la protection
osseuse en prévenant la perte osseuse induite par une déplétion hormonale, en augmentant la
formation osseuse et en diminuant la formation ostéoclastique (Garcia-Martinez, Rivas et al.
2014), constituant ainsi de trés bons candidats pour la prévention nutritionnelle de

I’ ostéoporose.

3-2-2- Les effets bénéfiques de I’huile d’olive sur le tissu musculaire

Différentes études ont été menées sur I’impact de 1’huile d’olive et ses composés sur le
muscle. En effet, la consommation d’huile d’olive, d’oléate et d’hydroxytyrosol ont été
évaluées in vivo dans des modeles rongeurs (rat, souris) et in vitro sur les lignées musculaires
C2C12 et L6 (Tableau 3).

Tout d’abord, ces études ont mis en évidence que I’huile d’olive, et notamment
I’oléate, joue un role régulateur important dans le métabolisme énergétique musculaire. In
vitro, en présence d’hydroxytyrosol acétate, les cellules C2C12 consommaient plus de
glucose, et de facon dose dépendante (Drira and Sakamoto 2013). De plus, une augmentation
de la B-oxydation mitochondriale a été mise en évidence chez le rat 4gé nourri a 1’oléate
(Tardif, Salles et al. 2011). Ces données sont a mettre en relation avec un accroissement de la
biogenese mitochondriale, déterminée par une élévation de I’expression protéique du facteur
de transcription PGCla (Coll, Eyre et al. 2008; Yuzefovych, Wilson et al. 2010; Feng, Bai et
al. 2011) et une augmentation de 1’activité mitochondriale décrite chez la souris et chez le rat
apres consommation d’hydroxytyrosol (Feng, Bai et al. 2011; Cao, Xu et al. 2014). Une autre
étude chez lerat montrait que 1’huile d’olive exacerbait le taux de certaines protéines
mitochondriales de découplage comme UCP3, dans le gastrocnemius, muscle du mollet,
contrairement a 1’huile de tournesol, 1’huile de palme et le suif de beeuf (Rodriguez, Portillo et

al. 2002). Les UCP permettent d’intensifier la thermogenese (génération de chaleur sans
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production d’ATP) et ainsi de limiter le stockage des acides gras dans le muscle (Dulloo
2011). Ce mécanisme pourrait €tre a I’origine de la diminution de la lipotoxicité musculaire
observée chez la souris consommant de I"hydroxytyrosol (Cao, Xu et al. 2014). Globalement,
tous ces mécanismes sont a 1’origine de I’effet protecteur de 1’huile d’olive vis-a-vis de la
résistance a I’insuline, elle-m&me augmentée par la lipotoxicité (Coll, Eyre et al. 2008; Tardif,
Salles et al. 2011; Cao, Xu et al. 2014).

En vue d’une prévention de la perte musculaire au cours du vieillissement, il est
intéressant de noter que la consommation d’oléate chez le rat 4gé, mais pas de palmitate,
augmentait la synthese protéique musculaire en réponse a des signaux anaboliques (Tardif,
Salles et al. 2011). En outre, chez des rats, la consommation d’hydroxytyrosol améliorait
I’endurance et diminuait I’expression des marqueurs de 1’atrophie musculaire comme MAFbx
et MuRF1 et de I’autophagie comme FOXO3 dans le soleus (Feng, Bai et al. 2011).

L’oléate, principal constituant de I’huile d’olive, prévenait les dommages de I’ADN
mitochondrial induits par le palmitate dans des myotubes L6 en culture (Yuzefovych, Wilson
et al. 2010). Ces mécanismes pourraient de réduire la mort cellulaire. De plus, chez la souris,
I’apoptose dans le gastrocnemius était inhibée par 1’hydroxytyrosol (Cao, Xu et al. 2014). Ce
phénomene était également observé in vitro dans des cellules musculaires C2C12 mises en
contact avec de I’H,O, (Burattini, Salucci et al. 2013). En effet, en présence
d’hydroxytyrosol, la quantité de cellules mortes passait de plus de 60% a moins de 20%.

Chez le rat, la consommation de margines d’olives (effluents issus de 1’extraction de
I’huile d’olive) riches en hydroxytyrosol limitait 1’altération de la contractilité musculaire
observée au cours du vieillissement, notamment en rétablissant 1’homéostasie du calcium
(diminution de la concentration calcique au repos et augmentation de la libération de calcium

par le réticulum sarcoplasmique) (Pierno, Tricarico et al. 2014).

En conclusion, I'huile d’olive et ses polyphénols ainsi que 1’oléate permettent de
contrecarrer, au moins partiellement, certaines modifications observées dans le muscle
squelettique au cours du vieillissement, comme 1’altération du métabolisme énergétique, la
dérégulation du renouvellement protéique, I’augmentation de 1’apoptose cellulaire et la

détérioration de la contractilité musculaire.

3-2-3- L’huile d’olive, inflammation et stress oxydant
Comme il a été décrit dans le paragraphe 2-4, I’inflammation et le stress oxydant sont

des mécanismes communs au déclenchement et au développement de 1’ostéoporose et de la
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sarcopénie. Ils constituent ainsi des cibles privilégiées pour contrecarrer ces pathologies. Les

effets de I’huile d’olive sur ces deux mécanismes seront développés ci-dessous.

Dans un modele d’ostéoporose sénile induite par un stress inflammatoire, 1’altération
du poids de la rate, reflet du statut inflammatoire' (Pettan-Brewer and Treuting 2011), était
prévenue par la consommation d’huile d’olive ou d’oleuropéine (Puel, Quintin et al. 2004;
Puel, Mathey et al. 2006). Ainsi, ’effet bénéfique de 1’huile d’olive sur 1’os pourrait, du
moins en partie, impliquer une modulation de I’'inflammation. En effet, les polyphénols de
I’huile d’olive semblent réguler 1’inflammation en modulant la signalisation intracellulaire
(Santangelo, Vari et al. 2007). L hydroxytyrosol inhibait la production du marqueur de
I’inflammation leukotriene B4 (LtB4) par des leucocytes humains, et ce de fagon dose-
dépendante (Petroni, Blasevich et al. 1997). Le LtB4 est un métabolite pro-inflammatoire des
AGPI oméga 6 (06) qui participe a I’inflammation de bas grade (Ilich, Kelly et al. 2014). Ces
résultats sont compatibles avec ceux d’une étude clinique impliquant 12 hommes sains, dans
laquelle la consommation d’huile d’olive extra vierge, mais pas celle d’huile d’olive pauvre
en polyphénols ou celle d’huile de mais, diminuait les concentrations sanguines du marqueur
inflammatoire LtB4 (Bogani, Galli et al. 2007). De plus, I’hydroxytyrosol et le tyrosol étaient
capables de diminuer I’expression génique de la cyclooxygénase-2 (Cox-2), nitric oxide
synthase 2 (Nos-2) et NF-xB dans des macrophages (J774 et Raw264.7) activés (Maiuri, De
Stefano et al. 2005; De Stefano, Maiuri et al. 2007) et de Cox-2, Nos-2 et TNF-o dans des
monocytes stimulés par un composant bactérien, le lipopolysaccharide de paroi (LPS) (Zhang,
Cao et al. 2009). Nos-2 et Cox-2 sont exprimés en réponse a des cytokines pro-inflammatoires
telles que IL-1 et TNF-a (van't Hof and Ralston 2001; Smyth, Grosser et al. 2009). Nos-2
induit la production du radical libre oxyde nitrique (NO) impliqué dans le stress oxydant
(van't Hof and Ralston 2001). Cox-2 produit des prostaglandines pro-inflammatoires a partir
de I’acide arachidonique qui sont impliquées dans I’inflammation de bas grade (Smyth,
Grosser et al. 2009; 1lich, Kelly et al. 2014).

Chez des patients souffrant du syndrome métabolique qui est associé a une
inflammation de bas grade, la consommation d’un petit déjeuner contenant 398 mg/kg de
polyphénols d’huile d’olive par rapport a un petit déjeuner ne comprenant que 70 mg/kg de
polyphénols d’huile d’olive, diminuait I’expression de nombreux genes de I'inflammation

dont NF-kB et Cox-2 dans des PBMC (Camargo, Ruano et al. 2010). De plus, la production

" La rate est un organe lymphoide qui joue un role dans I’immunité en produisant notamment des
lymphocytes et des anticorps et qui filtre les cellules sanguines endommagées.
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d’IL-1p, était diminuée par I’oleuropéine glycosidée dans des cultures de sang total humain
(Miles, Zoubouli et al. 2005). Ce résultat est a mettre en relation avec des expérimentations
précliniques dans lesquelles 1’oleuropéine et 1’hydroxytyrosol diminuaient les taux
plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et TNF-a (Gong, Geng et al. 2009;
Impellizzeri, Esposito et al. 2011). Toutes ces données mettent en évidence que la régulation
de NF-xB semble jouer un rdle important dans I’effet bénéfique des polyphénols de 1’huile
d’olive sur I’'inflammation (Santangelo, Vari et al. 2007). De plus, il est important de noter
que d’autres composés de 1’huile d’olive présentent aussi une activité anti-inflammatoire.
Ainsi, une consommation d’oléate provoquait une réduction de la concentration systémique
d’IL-1B chez le rat agé (Tardif, Salles et al. 2011) et de la sécrétion d’IL-6 induite par le
palmitate dans des myotubes C2C12 (Coll, Eyre et al. 2008).

De nombreuses données révelent également les effets antioxydants de 1’huile d’olive
et de ses composés. En effet, le potentiel de piégeage des radicaux superoxydes par
I’oleuropéine et ’hydroxytyrosol a été démontré in vitro (Visioli, Bellomo et al. 1998). Le
tyrosol diminuait la production de ROS par des macrophages Raw264.7 activés (Moreno
2003). De méme, les flavonoides de I’huile d’olive (apigénine et lutéoline) inhibaient la
production de NO dans ces mémes cellules (Kim, Cheon et al. 1999). Une troisieme étude
montrait le potentiel de 1’oléate a restaurer la production de ROS induite par le palmitate dans
des myotubes L6 (Yuzefovych, Wilson et al. 2010). En ce qui concerne les études animales,
I’huile d’olive diminuait la production mitochondriale de ROS consécutive a un stress
thermique dans le muscle squelettique de poulet (Mujahid, Akiba et al. 2009). De plus, chez
des rats soumis a un exercice physique, la consommation d’huile d’olive extra vierge ou
d’hydroxytyrosol était associée a une diminution des marqueurs du stress oxydant ainsi qu’a
une augmentation des défenses antioxydantes (Feng, Bai et al. 2011; Musumeci, Maria
Trovato et al. 2013). Chez I’Homme, I’ingestion de polyphénols de I’huile d’olive permettait
d’augmenter la capacité antioxydante plasmatique (Visioli, Caruso et al. 2005; Bogani, Galli
et al. 2007). Ainsi, la consommation d’huile d’olive était associée a la réduction des
dommages oxydatifs de I’ADN chez ’homme (Machowetz, Poulsen et al. 2007) et chez la

femme ménopausée (Salvini, Sera et al. 2006).

3-2-4- Conclusion
De nombreuses études mettent en évidence un rdle protecteur de 1’huile d’olive et de

ses constituants vis-a-vis des tissus osseux et musculaires, en particulier par rapport aux effets

67






du vieillissement. Cette protection dépendrait, au moins en partie, d’'une diminution de
I’inflammation et plus particulierement des marqueurs NF-«kB, IL-18 et TNF-a et du stress
oxydant avec une réduction de la quantit¢é de ROS et une augmentation de la capacité
antioxydante. Toutes ces données font de 1’huile d’olive un candidat potentiellement efficace

pour développer un aliment permettant la prévention de 1’ostéoporose et de la sarcopénie.
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Reference range
<20 ng/ml 20-100 ngfml

Deficiency

30-60 ng/ml

Figure 35 : Métabolisme de la vitamine D (Holick 2007).



3-3- La vitamine D

3-3-1- Disponibilité de la vitamine D

On distingue différentes formes de la vitamine D, nutriment liposoluble : la vitamine
D2 ou ergocalciférol et la vitamine D3 ou cholécalciférol. La source de la vitamine D2 est
végétale : champignons, levures et céréales. La vitamine D3 est synthétisée au niveau cutané a
partir de la pro-vitamine D3 (7-déhydrocholestérol) qui, sous I’influence du rayonnement aux
ultraviolets B (UVB) (290 a 315 nm), se transforme en pré-vitamine D3 (Norman 2008). Elle
est aussi obtenue par la consommation de poissons gras marins. De plus, 1’enrichissement des
denrées alimentaires en vitamine D a ét¢ autorisé par I’Europe et transcrit en droit frangais en
2010 (arrét¢ du 24 février 2010). La vitamine D peut aussi étre recue par voie
médicamenteuse, ce qui est le cas en particulier des personnes a risque de carence comme les
enfants jusqu’a 2 a 5 ans, les femmes enceintes et les personnes agées (AFSSA 2009).

La quantit¢ de vitamine D synthétisée dépend de nombreux facteurs dont
I’ensoleillement (heure de la journée, saison, latitude), la surface de peau exposée, la
pigmentation de la peau, 1’dge du sujet et I'utilisation de créme solaire (Kimlin 2008). En
effet, le temps d’exposition nécessaire augmente avec 1’dge car la quantit¢ de 7-
déhydrocholestérol, précurseur cutané de la vitamine D3, ainsi que la capacité de la peau a
former la pré-vitamine D3, diminuent au cours du vieillissement (MacLaughlin and Holick
1985). L’IMC est aussi un parametre important. La vitamine D étant lipophile, elle est stockée
dans le tissu adipeux, et n’est alors plus disponible ; les personnes souffrant d’obésité sont
donc souvent déficientes en vitamine D (Candido and Bressan 2014).

Chez les personnes agées, la diminution de la mobilité réduit ’acces a 1’extérieur et
donc a la vitamine D. De plus, I’American Academy of Dermatology ne recommande pas
I’exposition au soleil a cause des risques de cancers et de vieillissement prématuré de la peau.
L’alternative proposée est la consommation d’un régime équilibré incluant des aliments
naturellement riches en vitamine D, des boissons et des aliments enrichis et/ou ’utilisation de

suppléments en vitamine D.

3-3-2- Synthese de la vitamine D

La vitamine D endogéne ainsi que les vitamines D2 et D3 alimentaires sont des
composés inactifs qui subissent différentes transformations pour étre activés (Figure 35)
(Holick 2007). Apres transfert au foie par les glycoprotéines plasmatiques vitamin D binding

proteins (DBP), la vitamine D est métabolisée en 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D ou
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calcidiol) par la 25-hydroxylase. La 25(OH)D est la molécule de référence pour la
détermination du statut vitaminique d’un individu car cette étape d’hydroxylation est trés peu
régulée. C’est I’hydroxylation en 1,25(OH),D (calcitriol) par I’enzyme rénale 1-a-
hydroxylase, qui est régulée négativement par la 1,25(OH),D elle-méme (Norman 2008). De
plus, I’1-0-hydroxylase dépend du calcium sanguin puisque sa production est stimulée par la
PTH et que son activité est réduite par la calcitonine (Fukumoto and Martin 2009; Holt and
Wysolmerski 2011; Witteveen, van Lierop et al. 2012; Deluca 2014). A I’inverse, le FGF23
inhibe la sécrétion de la PTH et I’la-hydroxylation de la vitamine D (Fukumoto and Martin
2009; Witteveen, van Lierop et al. 2012).

La 1,25(OH),;D est la forme active de la vitamine D. Apres avoir été libérée par la
DBP, elle interagit avec les récepteurs a la vitamine D (VDR) (Bikle 2014). Le VDR serait un
récepteur situé sur la membrane nucléaire qui forme généralement un hétérodimere avec un
des retinoid X receptors (RXR). Apres son activation par 1’1,25(OH),D, le complexe VDR-
RXR va se fixer sur des éléments de réponse a la vitamine D dans les promoteurs de certains
genes cibles initiant leur transcription (Yang, Ma et al. 2012). De nombreux tissus expriment
le VDR (Norman 2008) et il régulerait plus de 1000 genes (Bikle 2014).

La présence de 1’1-o-hydroxylase au niveau d’autres tissus, comme la peau, les
glandes parathyroidiennes et le tissu mammaire permet une expression paracrine de la

1,25(0OH),;D (Adams and Hewison 2012).

3-3-3- Les roles de la vitamine D

L’historique de la découverte de la vitamine D a récemment fait 1’objet d’une revue
exhaustive (Deluca 2014). Entre 1922 et 1924, il a été mis en évidence que le rachitisme
(maladie de la croissance et de 1’ossification) pouvait étre prévenue par la consommation
d’huile de foie de morue (Mellanby 1921), par une nouvelle vitamine appelée vitamine D
(McCollum, Simmonds et al. 1922) et par I’exposition de la peau aux UV (Goldblatt and
Soames 1923). C’est en 1937 que le potentiel de la vitamine D3 sur la stimulation de
I’absorption intestinale du calcium a été mis en évidence (Nicolaysen 1937). En paralléle, elle
permet d’augmenter la ré-absorption rénale ainsi que le remodelage osseux (Norman 2008).
L’action combinée du calcium et de la vitamine D entraine la promotion de la minéralisation
osseuse.

La vitamine D a aussi d’autres actions sur certaines fonctions physiologiques comme
par exemple la préservation de I’'immunité, le maintien de la masse et des fonctions

musculaires, la régulation de la pression artérielle et le développement feetal du cerveau
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toxicité de la vitamine D retrouvées dans la littérature.
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(Norman 2008; Bischoff-Ferrari 2010). De plus, la vitamine D permet de réduire 1’incidence
des maladies cardiovasculaires, de certains cancers, comme le cancer colorectal. Une récente
méta-analyse a mis en évidence une relation significative entre statut en vitamine D et

mortalité (Grant 2011; Schottker, Jorde et al. 2014).

3-3-4- Statut en vitamine D

3-3-4-1- Les recommandations nutritionnelles

Selon I’Etude Nationale Nutrition Sant¢ (ENNS 2006-2007), le statut vitaminique D
des sujets adultes ne prenant pas de traitement médicamenteux a base de vitamine D est de 23
ng/mL (57,5 nmol/L) (Vernay, Sponga et al. 2012). Le statut des femmes est un peu plus
faible (22,6 ng/mL soit 56,4 nmol/L) que celui des hommes (23,9 ng/mL soit 59,8 nmol/L)
(Castetbon, Vernay et al. 2009).

En France, selon ’arrété du 24 février 2010, les apports journaliers recommandés
(AJR) sont de 5 pg/jour chez le sujet adulte, ce qui correspond a 200 UL Les apports
nutritionnels conseillés (ANC) sont de 5 pg/jour chez les adultes et 10-15 pg/jour chez la
personne agée (ANSES 2013). L’¢tude INCA 2 a permis de mettre en évidence que la
consommation quotidienne réelle chez les adultes de 18 a 79 ans était en moyenne de 2,56 pg/
jour soit 2 fois moins que les AJR (Bénetier, Bertin et al. 2009). Il est important de noter que
la consommation moyenne par les femmes (2,4 pg par jour) était statistiquement inférieure a
celle des hommes (2,7 pg par jour) (p<0,05).

Le parameétre d’évaluation du statut vitaminique D est le taux de 25(OH)D sanguin.
Aucun consensus sur la concentration sanguine en 25(OH)D a atteindre n’a encore pu étre
obtenu par le manque d’essais randomisés en double aveugle disponibles. La Haute Autorité
de Sant¢ a répertori¢ les données de la littérature disponibles (Figure 36) (Allaire and David
2013). Deux groupes se distinguent, I’'un fixant la concentration minimale de 25(OH)D a
atteindre a 30 ng/mL (75 nmol/L) (Bischoff-Ferrari 2009; Cavalier, Delanaye et al. 2009;
Souberbielle, Body et al. 2010; Holick, Binkley et al. 2011), alors que ’autre, principalement
représenté par I’Institute of Medicine (IOM) (USA), considére qu’une concentration de 20
ng/mL (50 nmol/L) est suffisante (Ross, Manson et al. 2011; Ross, Taylor et al. 2011;
Nowson, McGrath et al. 2012). Cependant, I’augmentation du taux sanguin de vitamine D de
54 a 110 nmol/L permettrait de réduire les taux de mortalit¢ de 17,3% chez les femmes

européennes (Grant 2011). En France, les recommandations suivies sont celles du Groupe de
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Figure 37 : Valeurs de références pour le statut en vitamine D établies par le GRIO.



recherche et d’information sur les ostéoporoses (GRIO) avec un taux de 25(OH)D compris

entre 30 et 70 ng/mL (75 et 175 nmol/L) (Figure 37) (Benhamou, Souberbielle et al. 2011).

Holick et coll. (Holick, Binkley et al. 2011) suggérent un apport d’au moins 600
Ul/jour pour les adultes de 19 a 70 ans et d’au moins 800 Ul/jour au-dela de 70 ans (Holick,
Binkley et al. 2011). Cependant, pour atteindre un taux sanguin de 30 ng/mL (75 nmol/L), la
dose quotidienne de vitamine D pourrait étre de 1500 a 2000 UI (Holick, Binkley et al. 2011).

Il est important de noter que ’efficacité de la vitamine D2 est trois fois inférieure a
celle de la vitamine D3 pour augmenter le taux de 25(OH)D au cours du temps (Armas, Hollis
et al. 2004). Cependant, leur efficacité pour maintenir le statut vitaminique est semblable
(Holick, Biancuzzo et al. 2008). Cela a été mis en évidence dans une étude sur 68 volontaires
sains de 18 a 84 ans soumis a 1000 UI de vitamine D quotidiennement pendant 11 semaines,
sous forme de vitamine D2, de vitamine D3 ou un mélange des 2 (Holick, Biancuzzo et al.

2008).

3-3-4-2- Toxicite

La toxicité de la vitamine D se traduit par une hypercalcémie, une hypercalciurie, la
calcification des tissus mous, et notamment vasculaires et/ou une néphrolithiase (Ross,
Manson et al. 2011). De la méme fagon, il n’existe pas de consensus sur le seuil de toxicité de
la vitamine D et les deux groupes d’opinions sur les recommandations nutritionnelles
retrouvés ici. En effet, selon Holick et coll. (Holick, Binkley et al. 2011), la plupart des études
suggere qu’un taux sanguin inférieur a 150 ng/mL (375 nmol/L) ne présente pas de risque,
alors que Ross et coll. (Ross, Manson et al. 2011) rapportent que des concentrations sériques
supérieures a 30 ng/mL (75 nmol/L) n’apporteraient pas de bénéfices supplémentaires, et que
des risques ont été identifiés pour des concentrations sériques supérieures a 50 ng/mL (soit
125 nmol/L). Selon le GRIO, les valeurs retenues en France pour une intoxication potentielle
a la vitamine D sont des taux circulants supérieurs a 150 ng/mL (375 nmol/L) (Figure 37).

La limite de sécurité pour la consommation de vitamine D recommandée par I’ Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire de I’ Alimentation, de I’Environnement et du Travail (ANSES)
est de 50 pg quotidien (2000 UI) (AFSSA 2009). Dans son rapport du 30 novembre 2010,
I’IOM a fix¢ la limite supérieure pour la prise quotidienne de vitamine D a 100 pg (4000 UI)
(Ross, Taylor et al. 2011).
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3-3-4-3- La prévention des chutes et des fractures
De nombreuses études mettent en évidence que des supplémentations en vitamine D
permettent de limiter le nombre de chutes et de fractures chez les personnes agées. Ces deux

effets de la vitamine D seront détaillés dans les paragraphes ci-dessous.

La prévention des chutes

Dans une premicre étude, deux groupes de volontaires institutionnalisés de 83 ans en
moyenne ont ¢été comparés (Flicker, Maclnnis et al. 2005). Tous ont regu une dose
quotidienne de 600 mg de calcium et un des deux groupes a été supplémenté avec 10 000 UI
de vitamine D par semaine puis de 1000 UI par jour pendant 2 ans. L’incidence des chutes
était réduite de 27% dans le groupe ayant regu de la vitamine D. Dans une autre étude, 1 g de
calcium ou 1 g de calcium + 800 UI de vitamine D par jour pendant 12 mois ont été donnés a
des individus de 77 ans en moyenne, qui ont été suivis tout au long de la supplémentation
ainsi que pendant les 8 mois suivants (Pfeifer, Begerow et al. 2009). Le nombre de sujets
ayant subi une premiére chute était diminué de 27% a 12 mois et de 39% 8 mois plus tard
pour le groupe calcium et vitamine D comparé au groupe calcium seul. L’efficacité de la
supplémentation en vitamine D sur la prévention des chutes a été évaluée par une méta-
analyse publiée en 2004 qui concluait a une diminution du risque de chutes de plus de 20%
chez les personnes agées en ambulatoire ou institutionnalisés recevant de la vitamine D3 (400
ou 800 Ul), de la 25(OH)D (1 pg) ou de la 1,25(0OH),D (0,5 ug) (Bischoff-Ferrari, Dawson-
Hughes et al. 2004). Dans une seconde méta-analyse, il a été démontré que I’efficacité de la
vitamine D sur les chutes dépend de la dose (Bischoff-Ferrari, Dawson-Hughes et al. 2009),
avec une absence d’effet bénéfique pour une supplémentation quotidienne inférieure a 700 UI,

alors qu’une prise de 700 a 1000 UI par jour permettait de réduire les chutes de 19%.

Eviter la conséquence des chutes : la fracture

Une supplémentation quotidienne de 800 UI de vitamine D3 associée a 1,2 g de
calcium pendant 18 mois réduisait de 43% les fractures de la hanche et de 32% les fractures
non vertébrales chez des femmes agées de 84 ans en moyenne (Chapuy, Arlot et al. 1992).

Méme si I’efficacité de la supplémentation en vitamine D est consensuelle, la dose
utilisée est essentielle dans la prévention des fractures. Ainsi, une méta-analyse a mis en
évidence qu’une dose inférieure ou égale a 400 Ul par jour ne réduisait pas le risque de
fracture alors qu’une supplémentation comprise entre 482 et 770 Ul par jour diminuait les

fractures de la hanche de 18% et les fractures non vertébrales de 20% (Bischoff-Ferrari,

73






Willett et al. 2009). Dans une analyse combinée, les effets de 1’apport réel de vitamine D
(plutét que de la dose a laquelle le participant a été assignée) ont été évalués (Bischoff-
Ferrari, Willett et al. 2012). Une prise quotidienne de 792 a 2000 UI de vitamine D réduisait

de 30% le risque de fracture de la hanche et de 14% celui de fracture vertébrale.

Une ¢étude uni-centrique avec des volontaires australiennes de 70 ans ou plus a remis
en question les bienfaits de la vitamine D. En effet, aprés une supplémentation annuelle de
500 000 UI de cholécalciférol pendant 3 a 5 ans, un plus grand nombre de chutes (15%) et de
fractures (26%) a ¢été observé dans le groupe supplémenté par rapport au groupe controle
(Sanders, Stuart et al. 2010). Ces résultats ont été discutés par un autre groupe (Annweiler and
Beauchet 2010)). Selon eux, une forte dose de vitamine D, qui est un stéroide, aurait eu un
effet dopant sur les muscles, conférant aux volontaires une forte capacité musculaire avec une

incapacité a controler le gain de mobilité, engendrant des chutes et des fractures.

3-3-5- Mécanismes d’action de la vitamine D sur I’0s

En plus de la promotion de la minéralisation osseuse par un meilleur statut calcique, la
vitamine D a des effets directs sur les cellules osseuses, qui expriment le VDR (Morris 2014).
L’impact de la vitamine D sur les ostéoblastes a fait 1’objet d’une revue (van de Peppel and
van Leeuwen 2014). Chez ’Homme, la vitamine D stimule la minéralisation en activant la
transcription des génes ALP, OCN et OPN. De plus, I’augmentation de I’expression de Runx2
permettrait une différenciation des ostéoblastes plus importante.

Les données de la littérature sont contradictoires sur ’effet de la vitamine D sur les
ostéoclastes in vitro et in vivo (Suda, Takahashi et al. 2012). Cela peut étre expliqué par la
différence des concentrations en vitamine D utilisées dans les expérimentations. Cependant, in
Vvivo, la vitamine D diminuait le nombre de précurseurs ostéoclastiques (Shibata, Shira-Ishi et
al. 2002), ainsi que I’expression de RANKL et la resorption osseuse associée (Takahashi,

Udagawa et al. 2014).

Globalement, les effets mis en évidence sur les ostéoblastes et les ostéoclastes tendent
a augmenter la BMD. Cependant, 1I’importance du couple vitamine D et calcium est a
souligner. En effet, dans une récente méta-analyse, I’impact de la vitamine D seule sur la
BMD a été évaluée et seul un effet bénéfique sur la BMD du col du fémur était identifié

(Reid, Bolland et al. 2014).
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3-3-6- La vitamine D et le muscle

Une des caractéristiques de la déficience en vitamine D est la faiblesse musculaire
(Bischoff-Ferrari 2012). Des concentrations en 25(OH)D inférieures a 20 ng/mL étaient
associées aux plus faibles performances physiques et au plus fort affaiblissement de la
performance physique au cours des 3 années d’une étude clinique menée chez la personne
agée (Wicherts, van Schoor et al. 2007). De plus, le statut vitaminique D et la force ou la
fonction musculaire semblent étre associés positivement (Bischoff-Ferrari, Dietrich et al.
2004). Enfin, sous supplémentation en vitamine D, la force musculaire est augmentée. En
effet, la prise de vitamine D augmentait la force des quadriceps de 8% chez des personnes
agées (Pfeifer, Begerow et al. 2009). Dans une étude réalisée sur 96 femmes hémiplégiques
suite a un accident vasculaire cérébral, 48 ont recu quotidiennement 1000 UI de vitamine D2
et 48 ont recu un placebo, pendant 2 ans. Une augmentation du nombre et de la taille des
fibres de type II, ainsi que de la force musculaire dans le groupe vitamine D ont ét¢ mis en
évidence (Sato, Iwamoto et al. 2005).

En termes de mécanisme, les cellules musculaires expriment le VDR et cette
expression est diminuée avec 1’dge (Bischoff-Ferrari, Borchers et al. 2004). L’activation du
VDR semble promouvoir la synthése protéique (Bischoff-Ferrari 2012; Salles, Chanet et al.
2013).

3-3-7- Vitamine D et inflammation

En plus des effets directs sur les tissus osseux et musculaires, la vitamine D pourrait
aussi réduire I’inflammation de bas grade impliquée dans I’ostéoporose et la sarcopénie.

Une étude chez le sujet agé suggere que 1’apport alimentaire de vitamine D influence
négativement ’activité de I’IL-2 (Payette, Rola-Pleszczynski et al. 1990). Chez la femme
post-ménopausée, une supplémentation quotidienne de 800 UI de vitamine D3 pendant 4
mois, diminuait les concentrations plasmatiques de marqueurs de 1’inflammation dont 1’IL-8
et ’IL-12 (Bischoff-Ferrari, Dawson-Hughes et al. 2012). Chez des patientes post-
ménopausées ostéoporotiques, une prise quotidienne de 0,5 nug de 1,25(OH),D et de 1 g de
calcium pendant 6 mois permettait de diminuer les concentrations sériques d’IL-1 et de TNF-
o tout en augmentant la BMD au niveau du trochanter et des vertébres L1-L4 par rapport au
groupe controle n’ayant recu que du calcium (Inanir, Ozoran et al. 2004). Ainsi, les effets
bénéfiques de la vitamine D sur le risque de fracture pourrait étre dus, au moins en partie, a

I’impact de la vitamine D sur les concentrations en cytokines (Laird, Ward et al. 2010).
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De facon intéressante, des résultats similaires ont été obtenus chez le sujet adulte
jeune. En effet, le faible statut en vitamine D (concentration sérique en 25(OH)D inférieure ou
égales a 32 ng/mL) était associé a de plus fortes concentrations en cytokines pro-
inflammatoires (IL-2, IL-1B, TNF-a) par rapport a des sujets ayant des concentrations

sériques en 25(OH)D supérieures a 32 ng/mL (Barker, Martins et al. 2013).

Il est important de noter que dans une étude portant sur deux groupes de personnes
agées recevant 700 Ul de vitamine D et 500 mg de calcium ou des placebos, les
concentrations plasmatiques en hs-CRP et IL-6 étaient équivalentes entre les groupes (Pittas,

Harris et al. 2007).

3-3-8- Conclusion

Un apport suffisant en vitamine D est associ¢ a une diminution du nombre de chutes et
de fractures chez la personne agée, avec des effets directs sur les tissus osseux et musculaires
ainsi que des effets indirects via la diminution des taux sanguins des marqueurs de
I’inflammation de bas grade.

En France, les ANC de la vitamine D sont de 10 a 15 pg par jour pour les personnes
agées avec une concentration sanguine cible de 30 a 70 ng/mL. Cependant, pour atteindre un
tel taux circulant, les apports journaliers de vitamine D devraient étre augmentés, et ce en
particulier pour les personnes agées. De plus, il est important de souligner que les apports
réels sont inférieurs aux ANC. Une supplémentation ou un enrichissement des aliments font
partie des stratégies envisagées pour compléter les apports alimentaires. La supplémentation
d’une huile d’olive vierge en vitamine D pourrait donc tout a fait contribuer a 1’augmentation
des apports quotidiens en vitamine D et participer a la prévention de I’ostéoporose et de la

sarcopénie chez les personnes agées.
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Figure 38 : Nomenclature des acides gras polyinsaturés oméga 3.
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Figure 39 : Metabolisme des acides gras polyinsaturés oméga 3.
L’acide alpha-linoléique (ALA) est progressivement désaturé et élongé en acide eicosapentaénoique (EPA) et
acide docosahexaénoique (DHA) (Kruger, Coetzee et al. 2010).



3-4- L’acide docosahéxaénoique

Le DHA fait partie de la famille des AGPI ®w3 tout comme 1’acide o-linolénique
(ALA) et I’acide eicosapentaénoique (EPA). Les acides gras peuvent étre désignés par une
nomenclature indiquant le nombre d’atomes de carbone, le nombre de doubles liaisons et la
position de la premiere double liaison a partir de I’extrémité méthyle (Figure 38). Ainsi, pour
les AGPI 3, la premiere double liaison est située au niveau du troisieme carbone a partir de
I’extrémité méthyle terminale. L’ ALA est un AGPI ®3 a longue chaine (18:3(n-3)); 'EPA et
le DHA ont quant a eux de tres longues chaines (20:5(n-3) et 22:6(n-3) respectivement).

3-4-1- Sources et apports

L’ALA est retrouvé dans certains végétaux comme le lin, le colza, le pourpier et la
mache. Bien que I’Homme ne puisse pas synthétiser I’ALA, il est capable de le métaboliser
par des étapes successives de désaturation et d’élongation pour obtenir de ’'EPA et du DHA
(Figure 39) (Kruger, Coetzee et al. 2010; Calder 2013). Il est important de noter que cette
conversion est faible, rendant I’apport alimentaire d’EPA et de DHA nécessaire (Brenna
2002; Plourde and Cunnane 2007). Le DHA ainsi que I’EPA sont retrouvés dans les poissons
comme le saumon, la sardine, le hareng et le thon (Pinel, Morio-Liondore et al. 2014).

Selon le rapport d’expertise de I’ANSES (ANSES, 2011), le besoin physiologique
minimal ainsi que I’ANC pour le DHA est de 250 mg/j, ce qui correspond a un apport
énergétique de 0,1% (Astorg, Bougnoux et al. 2011). L’enjeu nutritionnel est un apport
suffisant d’AGPI ®3 pour maintenir le rapport AGPI ®w6/®3 inférieur a 5. En effet, un fort
rapport est associé a une inflammation de bas grade (Kelly, Gilman et al. 2013). De plus, le
faible apport d’AGPI 3, caractéristique du régime alimentaire occidental, contribue a
I’ostéoporose et a 1’obésité (Kelly, Gilman et al. 2013).

Pour comparaison, I’apport moyen de DHA est de 273 + 191 mg/j chez ’homme et de
226 + 171 mg/j chez les femmes, selon les données de 1I’étude SUVIMAX (Astorg, Arnault et
al. 2004). 1l faut noter I’importance de la variabilité interindividuelle, les valeurs allant de 6,5

a 1770 mg/jour avec des médianes a 221 pour les hommes et 177 pour les femmes.

3-4-2- L’acide docosahexaénoique et I’0s
Un certain nombre d’études, qu’elles soient in vitro, pré-cliniques et cliniques suggere
un effet ostéoprotecteur du DHA, cependant aucune n’a permis a I’heure actuelle de

démontrer un effet direct des AGPI ®3 sur I’ostéoporose ni sur la réduction du risque
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fracturaire (Orchard, Pan et al. 2012; Kajarabille, Diaz-Castro et al. 2013; Mangano, Sahni et
al. 2013).

Des données épidémiologiques suggerent un effet bénéfique de ces acides gras sur le
métabolisme osseux. En effet, une étude transversale incluant 1532 volontaires de 45 a 90 ans
a mis en évidence une relation inverse entre le rapport d’AGPI w6/®w3 et la BMD du col du
fémur chez les toutes femmes de 1’étude et aussi au niveau vertébral chez les femmes sans
THS (Weiss, Barrett-Connor et al. 2005). Dans une autre étude chez le volontaire 4gé de plus
de 60 ans, la consommation d’AGPI ®3 était associée positivement a la BMD (Rousseau,
Kleppinger et al. 2009). D’une fagon ciblée sur le DHA, une étude de cohorte menée chez des
jeunes hommes sains (moyenne d’age en début d’étude : 16,7 ans) a mis en évidence une
corrélation positive entre les taux plasmatiques de DHA et les BMD totale et vertébrale, ainsi
que sur I’évolution de la BMD vertébrale entre les ages de 16 et 22 ans (Hogstrom, Nordstrom
et al. 2007).

Chez des souris Balb/c de 8 semaines, 1’augmentation plasmatique de DHA due a une
consommation d’un régime enrichi en huile de poisson, limitait la perte osseuse induite par
I’ovariectomie (Sun, Krishnan et al. 2003). La perte de BMC induite par 1’ovariectomie était
atténuée par la consommation de DHA chez la rate (Watkins, Li et al. 2006; Poulsen RC
2007; Matsushita, Barrios et al. 2008), phénomene associ€¢ a une plus forte quantité d’os
formé par rapport au lot controle consommant de I’huile de soja (Matsushita, Barrios et al.
2008). De plus, chez des souris non ovariectomisées, la consommation de DHA pendant 6
mois préservait la BMD fémorale et tibiale par rapport aux souris témoins ayant consommé de
I’huile de mais (Bhattacharya, Rahman et al. 2007). Un régime enrichi en DHA donné tout au
long de la vie adulte des souris (de 3 a 17 mois) améliorait le volume osseux trabéculaire de la
vertebre caudale de 17,2% a 8 mois, alors qu’il n’était augmenté que de 3,8% dans le lot
controle (Bonnet and Ferrari 2011). En ce qui concerne la teneur minérale osseuse (bone
mineral content, BMC) fémorale, une corrélation positive a ét€ mise en €vidence avec la
consommation de DHA chez le rat male (Li, Seifert et al. 2010).

In vitro, le DHA inhibait 1’ostéoclastogenese (Sun, Krishnan et al. 2003; Bhattacharya,
Rahman et al. 2007; Akiyama, Nakahama et al. 2013) et ce, de facon plus importante que
I’EPA (Rahman, Bhattacharya et al. 2008). Ceci est a mettre en relation avec une autre
expérimentation dans laquelle le DHA diminuait I’expression de RANKL induite par la PGE2
dans des cellules de la lignée ostéoblastique MC3T3-E1 (Poulsen, Wolber et al. 2008). Dans
cette méme lignée, le DHA ne modifiait pas la sécrétion basale de RANKL contrairement a

I’acide arachidonique (AGPI w6) qui I’augmentait (Coetzee, Haag et al. 2007). Le DHA
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stimulait aussi la différenciation des cellules souches mésenchymateuses humaines en
ostéoblastes et I’expression des marqueurs de la minéralisation (Casado-Diaz, Santiago-Mora
et al. 2013).

Un autre effet intéressant du DHA sur la santé osseuse est 1’augmentation de
I’absorption calcique. Celle-ci a été mise en évidence chez de jeunes rats ayant consommé de
I’huile de thon pendant 8 semaines, en association avec une augmentation de la BMD tibiale
(Lukas, Gigliotti et al. 2011). De plus, des entérocytes ont été isolés de I’intestin gréle de rat
et mis en contact avec de ’EPA, de I’acide arachidonique ou du DHA et seul le DHA
permettait d’accroitre 1’absorption calcique en intensifiant I’activité des Ca-ATPases,

protéines qui transferent le calcium hors de la cellule (Haag, Magada et al. 2003).

De facon intéressante, I’effet du DHA pourrait étre potentialisé par d’autres nutriments
comme le calcium, certaines vitamines ou d’autres acides gras comme [’acide oléique
(Martin-Bautista, Munoz-Torres et al. 2010; Genuis and Bouchard 2012; Orchard, Pan et al.
2012). 11 existe aussi un effet synergique entre la consommation d’AGPI ®3 et I’exercice
physique pour améliorer la BMD chez des femmes post-ménopausées (Tartibian, Hajizadeh

Maleki et al. 2011).

Outre le remodelage osseux et de la balance calcique, les AGPI ®3 modulent aussi
I’inflammation (Maggio, Artoni et al. 2009), qui sera décrite dans le paragraphe 3-4-4,

commun avec le muscle.

3-4-3- L’acide docosahexaénoique et le muscle

L’effet des AGPI ®3 sur la sarcopénie a récemment fait 1’objet d’une revue qui
conclut sur le potentiel de la supplémentation en AGPI ®3 en association avec un stimulus
anabolique (acides aminés/protéines, insuline, activité physique...) pour contrecarrer les
mécanismes de la sarcopénie (Di Girolamo, Situlin et al. 2014).

Au niveau fonctionnel, il a été montré récemment chez le rat qu'un régime riche en
DHA permettait de maintenir la performance contractile des muscles gastrocnemius—
plantaris—soleus, situé dans les membres postérieurs (Peoples and McLennan 2014).

Chez I’Homme, les études cliniques n’ont pas été conduites uniquement sur le DHA,
mais des données intéressantes ont été obtenues sur la prise alimentaire d’EPA et DHA ou
d’huile de poisson. Ainsi, contrairement a 1’huile de mais, un mélange d’EPA et de DHA

consommé pendant 8 semaines par des hommes agés, augmentait la synthese protéique au

79






sein du muscle, mais uniquement en présence d’un stimulus anabolique (Smith, Atherton et
al. 2011). De plus, une étude chez la femme agée de 64 ans en moyenne a mis en évidence
que la prise quotidienne de 2 g d’huile de poisson pendant 90 jours permettait de renforcer les
effets bénéfiques de 1’exercice physique sur la force et la capacité musculaire (Rodacki,
Rodacki et al. 2012). Ces résultats ont été renforcés par une seconde étude clinique dans
laquelle les femmes post-ménopausées qui ont recu 1 g d’huile de poisson par jour pendant 6
mois avaient une meilleure amélioration de la performance physique (vitesse de marche) par
rapport au groupe contrdle ayant consommé de I’huile d’olive (Hutchins-Wiese, Kleppinger et
al. 2013).

En ce qui concerne les mécanismes, Smith et coll. (Smith, Atherton et al. 2011) ont
montré que I’amélioration de la réponse musculaire a des stimuli anaboliques était associée a
une augmentation de la phosphorylation des acteurs de la voie mTOR. De plus, la
supplémentation en huile de poisson chez des femmes 4gé de 64 ans en moyenne permettait
d’accroitre la concentration plasmatique en DHA (Rodacki, Rodacki et al. 2012). Ce
phénomene pourrait étre a I’origine de 1’augmentation de la teneur en DHA des membranes
plasmiques et mitochondriales, observée aprés consommation (Haugaard, Vaag et al. 2009;
Herbst, Paglialunga et al. 2014). Cette augmentation de 1’insaturation membranaire est tres
susceptible d’induire un accroissement de la fluidité des membranes plasmiques et pourrait
ainsi accélérer la transmission du signal a I’origine de la contraction musculaire (Rodacki,

Rodacki et al. 2012).

Au niveau métabolique, le muscle utilise une grande partie du glucose de 1’organisme.
Or, de nombreuses études ont mis en évidence une réduction de la résistance a I’insuline grace
a une consommation de DHA, sujet qui a fait récemment 1’objet d’une revue (Lorente-
Cebrian, Costa et al. 2013). La prise alimentaire de DHA diminuait 1’insulinémie et I’indice
de la résistance 2 I'insuline « homeostasis model assessment of insulin resistance » (HOMA)?
chez le rongeur nourri a I’aide d’un régime gras (Kus, Flachs et al. 2011). Cet acide gras
permettait également d’augmenter la sensibilité a 1’insuline altérée par un régime riche en
graisse chez la souris (Kuda, Jelenik et al. 2009; Kus, Flachs et al. 2011). Dans des conditions

similaires, la tolérance au glucose était améliorée par la consommation d’huile de poisson

? L’indice HOMA est calculé selon la formule suivante : insuline plasmatique a jeun

(mU/L) x glucose plasmatique a jeun (mmol/L) / 22,5.
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(Lanza, Blachnio-Zabielska et al. 2013). Chez le volontaire 4g¢€ sain, un régime riche en AGPI
o3 pendant 8 semaines améliorait la sensibilité a I’insuline (Tsitouras, Gucciardo et al. 2008).
De plus, de facon similaire a I’huile d’olive, le DHA augmentait I’expression génique d’UCP3
(permet d’accroitre la thermogenese) chez la souris, qui permet de dissiper une partie de

I’énergie excédentaire (Cha, Fukushima et al. 2001).

Les études menées sur 1’huile de poisson et en particulier sur le DHA ont mis en
évidence que leur consommation induit un renforcement des stimuli anaboliques pour
améliorer la syntheése protéique musculaire ainsi qu’une amélioration de la performance
musculaire, ce qui fait du DHA un candidat pour la prévention de la sarcopénie. De plus, le

DHA limite la résistance a I’insuline, connue pour exacerber cette pathologie.

3-4-4- L’acide docosahexaénoique, inflammation et stress oxydant

Les propriétés anti-inflammatoires des AGPI ®3 et en particulier du DHA, ont été
largement étudiées, notamment dans le cadre des maladies cardiovasculaires et du syndrome
métabolique (Chapkin, Kim et al. 2009; Mozaffarian and Wu 2011; Calder 2013; Kajarabille,
Diaz-Castro et al. 2013). Le DHA, qui a un potentiel anti-inflammatoire plus important que
I’EPA (Rahman, Bhattacharya et al. 2008), est un précurseur de métabolites ayant des
propriétés anti-inflammatoires dont font partie les résolvines et les protectines (Kelly, Gilman
et al. 2013).

L’huile de poisson (Sun, Krishnan et al. 2003) et plus particulierement le DHA
(Bhattacharya, Rahman et al. 2007) diminuaient les concentrations des cytokines pro-
inflammatoires impliquées dans le développement de 1’ostéoporose et de la sarcopénie, i.e.
TNF-a et IL-6 dans des splénocytes activés. De plus, dans une autre étude menée sur des
volontaires sains, une supplémentation quotidienne de 9 grammes d’AGPI ®3 pendant 4
semaines était associée a une inhibition de la production de TNF-o et de I'IL-1p par des
cellules sanguines mononuclées activées au LPS (Caughey, Mantzioris et al. 1996). Chez le
volontaire agé sain, la consommation du régime riche en AGPI ®3 pendant 8 semaines
diminuait les concentrations sanguines de I’IL-6 et de la CRP (Tsitouras, Gucciardo et al.
2008). Cependant, les résultats concernant la CRP restent conflictuels (Kajarabille, Diaz-

Castro et al. 2013).

Les marqueurs des dommages oxydatifs, semblent peu affectés par les AGPI o3 chez

I’Homme (Poudyal, Panchal et al. 2011). En effet, la production de H,O, n’était pas modifiée
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par la prise alimentaire d’huile de poisson chez le rat (Lanza, Blachnio-Zabielska et al. 2013)
et était méme augmentée chez I’Homme (Herbst, Paglialunga et al. 2014). Cependant, la
consommation d’AGPI ®3 résultait en une atténuation de la peroxydation lipidique chez le rat
(Lukas, Gigliotti et al. 2011), chez des individus sains (Nalsen, Vessby et al. 2006), chez des
individus diabétiques de type II et chez des hommes dyslipidémiques (Mas, Woodman et al.
2010). A noter que dans I’expérimentation animale rapportée par Lukas et coll. (Lukas,
Gigliotti et al. 2011), une corrélation entre la réduction de la peroxydation lipidique et

I’augmentation de la BMD du tibia a été mise en évidence (Lukas, Gigliotti et al. 2011).

En conclusion, le DHA permet de diminuer la concentration des cytokines pro-
inflammatoires ainsi que la péroxydation lipidique. Ces mécanismes pourraient €tre a
I’origine, au moins partiellement, des effets protecteurs du DHA sur les tissus osseux et

musculaires.

3-4-5- Conclusion

Le DHA est un nutriment a fort potentiel pour la prévention de 1’ostéoporose et de la
sarcopénie. En effet, il module positivement le renouvellement osseux et renforce la réponse
musculaire a des stimuli anaboliques. Ces effets pourraient tre dus, tout du moins en partie, a

ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes.

3-5- Conclusion

L’ensemble de ces données supporte 1’idée que le régime méditerranéen présente un
effet santé important. Les approches cibles sur ces composants majeurs : huile olive et ses
polyphenols, la vitamine D et le DHA mettent en évidence des effets anti-inflammatoires et
antioxydants bénéfiques pour 1’appareil locomoteur dans un contexte de vieillissement. De
plus, des effets directs ont ét€ corrélés a leur consommation ou leur administration. Ces
nutriments constituent potentiellement une stratégie nutritionnelle pour contrecarrer les effets
du vieillissement sur les tissus osseux et musculaires. Or, I'impact de la consommation
d’huile d’olive vierge ainsi que d’éventuelles synergies avec la vitamine D et/ou le DHA pour

la prévention de 1’ostéoporose et de la sarcopénie n’a jamais été évalué.
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Objectif 1:

Impact de la consommation d’'une huile
d’olive a teneur variée en polyphénols
supplémentée ou non en vitamine D
et/ou DHA sur I'appareil locomoteur

dans un modéle animal d'ostéoporose

induite par l'ovariectomie.

Objectif 2:

Impact de la
consommation d'une
huile d'olive a teneur
variée en polyphénols

supplémentée ou non en
vitamine D et DHA sur
I'appareil locomoteur
chez la femme

™

\ ménopausée.

Objectif 3:

Mécanismes cellulaires et
moleculaires impliquées dans les
effets santé des régimes sur
I'appareil locomoteur.

° i | Stratégie nutritionnelle de
prévention de 'ostéoporose et de la

Figure 40 : Objectifs de la these.

sarcopénie
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Objectifs de la these

L’analyse de la littérature nous a conduits a construire des stratégies nutritionnelles en
se basant sur certains composés du régime méditerranéen. En effet, ’huile d’olive, la vitamine
D et le DHA ont un fort potentiel en termes de santé osseuse et musculaire. Par conséquent,
mon travail de these portait sur I’évaluation du potentiel de 1’huile d’olive et plus
particulierement des polyphénols la caractérisant en synergie avec la vitamine D et/ou le DHA
sur la prévention nutritionnelle de 1’ostéoporose et de la sarcopénie.

Les objectifs de mon projet de theése, qui s’inscrit dans le projet ANR PolivD3
étaient (Figure 40):

1- d’étudier les effets biologiques de différentes huiles (en fonction de leur teneur
en polyphénols) et les éventuelles synergies avec la vitamine D3 et/ou le DHA sur les
tissus osseux et musculaires.

Afin de répondre a cet objectif, une premiere investigation animale sur le modele de la
rate ovariectomisée a été mise en place pour étudier la consommation de deux huiles d’olive
riches en polyphénols et d’une huile d’olive raffinée enrichie ou non en vitamine D et/ou
DHA. Méme si le plan d’expérience ne permettait pas de discriminer une huile d’olive ou une
supplémentation présentant un intérét particulier, des résultats intéressants sur I’impact de
I’ovariectomie sur le tissu musculaire ont été obtenus. Ces résultats ont fait 1’objet de la
premiere publication présentée dans ce manuscrit.

Une seconde expérimentation pré-clinique a alors été mise en place sur le modele de la
souris ovariectomisée. Les résultats trés encourageants obtenus ont fait I’objet de la seconde

publication exposée dans ce document.

2- d’étudier les effets biologiques de I’huile d’olive sélectionnée et son éventuelle
synergie avec la vitamine D3 et/ou le DHA sur les tissus osseux et musculaires chez
I’Homme.

L’objectif principal de cette étude clinique en double aveugle était de tester le
potentiel de I’huile d’olive et plus particulierement de ses polyphénols et leur éventuelle

synergie avec la vitamine D et le DHA sur I’évolution de la BMD de la femme post-
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ménopausée. Trois groupes de 50 femmes ont été formés dans deux centres d’investigation
clinique a Clermont-Ferrand et a Marseille, soit un recrutement de 150 volontaires au total. Le
premier groupe a recu de 1’huile d’olive raffinée donc déplétée en polyphénols. Le second
groupe a recu de I’huile d’olive vierge riche en polyphénols et le dernier groupe a recu la
méme huile d’olive vierge enrichie en vitamine D et en DHA. De fagon quotidienne pendant 9
mois, les volontaires ont consommé 20 mL d’une des trois huiles.

L’étude étant toujours en cours, aucun résultat ne sera présenté dans ce manuscrit. Le

protocole ainsi que I’avancement des recrutements seront exposés.

3- d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans I’action de
ces molécules au niveau osseux par une approche ex vivo sur ostéoblastes.
Est exposée ici la mise au point de la culture de la lignée ostéoblastique humaine

hFOB1.19 en présence de plasma humain (culture ex vivo).
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Publication n°1

Increased body fat mass and tissue lipotoxicity associated
with ovariectomy or high-fat diet differentially affects bone

and skeletal muscle metabolism in rats

1- Présentation de la publication
1-1- Objectif de I’étude

La ménopause est associée a des déficiences musculo-squelettiques, qui peuvent étre

déclenchées par au moins deux phénomenes : 1’augmentation de la masse grasse et de
I’accumulation lipidique au sein des tissus et/ou la déplétion en estrogenes. L’objectif de cette
étude était d’évaluer et de comparer les effets de la prise de masse grasse induite par
I’ovariectomie ou par la consommation d’un régime riche en graisses sur le systtme musculo-

squelettique.

1-2- Matériel et méthodes

Des rates adultes ont été ovariectomisées puis ont recu un régime alimentaire contrdle
pendant 19 semaines. Deux groupes supplémentaires d’animaux ont été pseudo-opérés” puis
soumis a un régime controle ou a un régime riche en graisse. La BMD et les parametres
microarchitecturaux du fémur distal ont ét€ mesurés. Les concentrations sériques en OCN et
en CTX1 ont été dosées. Le métabolisme protéique, les marqueurs mitochondriaux et le
contenu en triglycérides ont été déterminés dans le muscle tibialis anterior. De plus, le
contenu en triglycérides du foie ainsi que les marqueurs inflammatoires et métaboliques

sanguins ont été déterminés.

Les animaux sont soumis a toutes les conditions opératoires (anesthésie, incision de la peau et du
muscle, antibiotique, suture), sans ablation des ovaires.
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1-3- Résultats

La consommation d’un régime riche en graisses et I’ovariectomie induisaient une prise
similaire de masse grasse mais provoquaient des conséquences métaboliques différentes sur
les tissus osseux et musculaires. La consommation d’un régime riche en graisses conduisait a
une diminution de la formation osseuse (-38,4%; p<0,05), et, au niveau musculaire, a une
altération du métabolisme mitochondrial, a une accumulation lipidique (lipotoxicité) et a une
augmentation du taux de synthése protéique. L’ovariectomie était associée a une
intensification du renouvellement osseux (accroissement de la formation osseuse de +72,7%
(p<0,05) et de la résorption osseuse de +76,4% (p<0,05)), conduisant a une perte osseuse, a
une diminution de 17,9% du taux de synthese protéique et a une infiltration lipotoxique au

niveau hépatique.

1-4- Conclusion

Chez la rate, un régime riche en graisse ou l’ovariectomie entrainaient des gains
similaires de masse grasse avec des impacts différents sur les métabolismes osseux et
musculaire. Ainsi, I'altération du systeme musculo-squelettique par 1’ovariectomie était

principalement causée par la déplétion en estrogenes, qui surpassait les effets de 1’adiposité.
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Abstract

Purpose The aim of this study was to evaluate and com-
pare the musculoskeletal effects induced by ovariectomy-
related fat mass deposition against the musculoskeletal
effects caused by a high-fat diet.

Methods A group of adult female rats was ovariectomized
and fed a control diet. Two additional groups were sham-
operated and fed a control or a high-fat diet for 19 weeks.
Distal femur and serum bone parameters were measured to
assess bone metabolism. Muscle protein metabolism, mito-
chondrial markers and triglyceride content were evaluated
in tibialis anterior. Triglyceride content was evaluated in
liver. Circulating inflammatory and metabolic markers
were determined.

Results The high-fat diet and ovariectomy led to similar
increases in fat mass (+36.6-56.7 %; p < 0.05) but had
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different impacts on bone and muscle tissues and inflam-
matory markers. Consumption of the high-fat diet led to
decreased bone formation (—38.4 %; p < 0.05), impaired
muscle mitochondrial metabolism, muscle lipotoxicity and
a 20.9 % increase in tibialis anterior protein synthesis rate
(p < 0.05). Ovariectomy was associated with higher bone
turnover as bone formation increased +72.7 % (p < 0.05)
and bone resorption increased +76.4 % (p < 0.05), leading
to bone loss, a 17.9 % decrease in muscle protein synthesis
rate (p < 0.05) and liver lipotoxicity.

Conclusions In female rats, high-fat diet and ovariec-
tomy triggered similar gains in fat mass but had different
impacts on bone and muscle metabolism. The ovariectomy-
induced mechanisms affecting the musculoskeletal system
are mainly caused by estrogen depletion, which surpasses
the potential-independent effect of adiposity.
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Introduction

The past decade has seen the emergence of a new con-
cept that osteoporosis and sarcopenia reinforce each other
and share a common dysregulation pattern in response
to decreased serum estrogen, androgen and insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), increased inflammation and oxi-
dative stress [1]. Muscle performance has been shown
to decline during the postmenopausal years, likely via a
complex estrogen-dependent mechanism [2]. In addition,
grip strength was shown to be an indicator of osteoporo-
sis in large-scale cohort studies [3, 4]. In a recent clinical
study, sarcopenia was associated with lower T-scores of
the lumbar spine, total femur and femur neck [5]. Moreo-
ver, atrophy of type II muscle fibers and the reduced acti-
vation of muscle cell anabolic pathways—two of the main
characteristics of sarcopenia—are related to osteoporosis
[6]. While the role of estrogen deficiency in osteoporosis
development is well established [7], the impact of estro-
gen loss on the onset of sarcopenia remains a controversial
issue (for review, see [8]). A decline in specific force occurs
around the age of menopause and can be reversed by hor-
mone therapy (HT) [9]. Following ovariectomy, muscle
force declines in mice and the maximum force deployed by
soleus fibers declines in rats [10, 11]. A meta-analysis stud-
ying the impact of estrogens on muscle strength revealed
that strength normalized to muscle size, i.e., a measure of
muscle quality, was 7 % greater in rodents with circulat-
ing estradiol compared to those with estradiol deficiency
[12]. In terms of mechanisms, 17@-estradiol activated the
phosphoinositide 3-kinase (PI3 K)/protein kinase B (Akt)
cascade in an estrogen receptor-dependent manner in
C2C12 muscle cells [13]. Moreover, the IGF-1/Akt path-
way has been shown to be involved in osteoporosis-related
muscle atrophy as it leads to a significant reduction in Akt
activation rate [6]. However, HT was found to downregu-
late Akt gene expression while upregulating IGF-1, mam-
malian target of rapamycin (mTOR) and androgen receptor
gene expression [14]. As menopause in women and ova-
riectomy in rodents are associated with a significant gain
in fat mass, the adipose tissue cannot be ignored, since
altered adipose tissue profile could help drive the meta-
bolic changes observed in both these situations. There is
growing evidence for a negative impact of adipose tissue
on bone metabolism [15]. Therefore, the accumulation of
adipose tissue could reinforce the negative impact of estro-
gen depletion on bone quality. Furthermore, the high-fat
diet-induced increase in fat mass is associated with loss of
skeletal muscle mass and function [16]. Hence, there is an
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increasing prevalence of sarcopenia associated with vis-
ceral obesity, called ‘sarcopenic obesity’ [17]. Increased
adipose tissue often correlates with insulin resistance
[18], and insulin resistance has impacts on skeletal muscle
metabolism, such as impaired fatty acid metabolism asso-
ciated with defective mitochondrial oxidative phosphoryla-
tion [19]. Overall, menopause is associated with fat mass
gain, bone loss, a decline in muscle function as well as
increased oxidative stress and inflammation, but the mecha-
nism involved is not fully understood. Here, we assessed
the hypothesis that the ovariectomy-associated variation in
body fat mass plays a central role in the ovariectomy-asso-
ciated metabolic abnormalities observed in bone and skel-
etal muscle. This study was therefore designed to compare
the metabolic alterations induced by adipose tissue gain in
response to ovariectomy versus a high-fat diet.

Materials and methods
Animals

The study used 21 eight-month-old female Wistar rats
obtained from Janvier (Le Genest-St-Isle, France) and
acclimatized for 2 weeks under standard laboratory con-
ditions. They were housed in individual cages under a
12-h light/dark cycle at the animal facilities of the INRA’s
Human Nutrition Research Unit (approval No. C6334514).
The rats were randomized into three body weight-matched
groups (n = 7/group). At 8%2 months of age, one group
was bilaterally ovariectomized (OVX) and the other two
groups were sham-operated under ketamine/xylazine anes-
thetic (Imalgen 1000 0.75 mL/kg body weight; Vtranquil
0.5 % 0.5 mL/kg bodyweight). Control (C) and OVX rats
received a standard diet based on AIN-93 M [20], and the
third group received a high-fat diet (HF; UPAE, Jouy-en-
Josas, France; Table 1). The daily 21 g of food was diluted
in 15 mL of water, and rats had free access to water. Body
weight and intakes were regularly monitored. At the end
of the experiment, body composition was assessed (QMR
EchoMRI-900TM, Houston, USA) in live, unanesthetized
animals. After 19 weeks, the animals were fasted over-
night and then injected with L-[1-13C] valine, (Eurisotop
Saint-Aubin, France) 50 min before collecting blood under
isoflurane anesthesia. Serum and plasma were centrifu-
gated, aliquoted and stored at —80 °C until performing bio-
chemical analyses. The liver, tibialis anterior muscle and
perirenal and subcutaneous adipose tissues were rapidly
removed, weighed, portioned, frozen in nitrogen and stored
at —80 °C prior to analysis. One femur from each animal
was collected and stored in 10 % formaldehyde at 4 °C for
5 days before being dried out for micro-computed tomogra-
phy (microCT) analyses. Uterus was weighed.
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Table 1 Composition of

. . Ingredients (g/kg) Control* High-fat

experimental diets

Casein 140.000 140.000

Cornstarch 465.692 355.692

Dextrin 155.000 155.000

Sucrose 100.000 100.000

Cellulose 50.000 50.000

Peanut oil 20.000 75.000

Canola seed oil 20.000 75.000

L-cystine 1.800 1.800

Choline bitartrate 2.500 2.500

t-butylhydroquinone 0.008 0.008

Mineral mix (AIN-93 M) (with 2,500 mg/g calcium) 35.000 35.000

Vitamin mix (AIN-93 M) (with 500 IU/kg vitamin D) 10.000 10.000

) Proteins 141.800 (14.9 % TE) 141.800 (13.0 % TE)

All diets were developed by the b raes 720.692 (75.7 % TE)  610.692 (56.0 % TE)
INRA in Jouy-en-Josas

Fat 40.000 (9.4 % TE) 150.000 (31.0 % TE)
TE total energy

Total energy (kJ/g) 15.9 18.2

* Based on AIN-93 M [20]

Bone mineral density analyses

MicroCT scans (eXplore CT 120, GE Healthcare, Fairfield,
CT) were performed on the dried distal femurs. Bone min-
eral density (BMD) of the metaphyseal trabecular bones
was estimated as the mean converted grayscale level within
the region-of-interest of trabecular bone. Bone volume
fraction (BV/TV), trabecular number (Tb.N), trabecular
thickness (Tb.Th) and separation (Tb.Sp) were evaluated
using MicroView Advanced Bone Analysis software (GE
Healthcare, Fairfield, CT).

Measurement of blood markers

Osteocalcin (OCN) and collagen type 1 cross-linked C-tel-
opeptide (CTX1) were measured in serum samples using
assay kits from Immunodiagnostic Systems (IDS, Paris,
France) following the manufacturer’s instructions. Plasma
samples were used to assess soluble tumor necrosis factor-o
(TNFa) receptors 1 and 2 (STNF-R1 and sTNF-R2) (R&D
Systems, Lille, France) and high-sensitivity C-reactive pro-
tein (hs-CRP; Cusabio via Clinisciences, Nanterre, France),
following the supplier’s instructions. Plasma levels of fast-
ing glucose, glycerol, cholesterol, triglycerides (TG) and
non-esterified fatty acids (NEFA) were determined using
a Konelab 20 analyzer (Thermo Electron, Waltham, MA).
Plasma insulin levels were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (Alpco, Windham, NH)
following the manufacturer’s guidelines. Liver and tibi-
alis anterior TG were determined using commercial Kits
from Abcam (Abcam, Cambridge, UK). Homeostasis
model assessment (HOMA) was calculated from fasting
glucose and insulin values using the following formula:

HOMA = (insulin x glucose)/22.5, with glucose expressed
as mmol/L and insulin expressed as mU/L.

Fractional synthesis rate determination

To study muscle protein synthesis, we measured the incor-
poration rate of a stable isotope, i.e., a labeled amino acid
(L-[1-13C] valine, Eurisotop, Saint-Aubin, France) into
muscle proteins using the flooding dose method as previ-
ously described [21, 22].

mRNA expression

Total RNA was extracted from tibialis anterior and perirenal
adipose tissue samples using TRIzol reagent following the
manufacturer’s protocol (Invitrogen Life Technology, Carls-
bad, CA). mRNA expression was measured by reverse tran-
scription followed by quantitative PCR (RT-PCR) using a
Rotor-Gene Q system (Qiagen, Courtaboeuf, France). Total
RNA was reverse-transcribed using SuperScript III reverse
transcriptase (Invitrogen Life Technologies, Saint-Aubin,
France). Relative RNA levels were determined by analyzing
the changes in SYBR green fluorescence. Expression levels
of MyoD, MuRF1, IGF-1, insulin receptor (InsR), myosin
heavy chain I (MHCI), myosin heavy chain IIx (MHCIIx),
peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1
alpha (PGCla), mitochondrial transcription factor A (TFAM),
nuclear respiratory factor 1 (NRF1) and NRF2 were evalu-
ated in the tibialis anterior. Leptin and TNFa transcripts were
measured in perirenal adipose tissue. Gene expression was
calculated relative to the housekeeping gene hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) for muscle sam-
ples and 18S ribosomal RNA (18S) for adipose tissue samples.
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Western blot analysis

Denatured proteins from tibialis anterior were separated
by SDS-PAGE on a polyacrylamide gel and transferred to
a polyvinylidene membrane (Millipore, Molsheim, France).
Reversible Ponceau staining was applied to the membranes
to assess total protein level [23]. Immunoblots probed
with the following primary antibodies: anti-phospho Akt
(Serd73), anti-total Akt, anti-phospho mTOR (Ser2448),
anti-total mTOR, anti-phospho S6 Kinase (Thr389), anti-
total p70 S6 Kinase were obtained from Cell signaling (via
Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) and MitoPro-
file Antibody Cocktail was obtained from Mitosciences
(Abcam, Paris, France). Immunoblots were incubated with
a horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody.
The immune reactive strips were visualized by chemilumi-
nescence (ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scien-
tific, Waltham, MA). The intensity of the strips or whole
lanes was quantified using Multi Gauge v3.2 software (Fuji
Film, Minato, Tokyo, Japan). The activation states were
evaluated based on the ratio of phosphorylated protein-to-
total protein expression [24].

Statistical analysis

Data are expressed as mean = SEM. A one-way ANOVA
was performed to test the effect of the experimental con-
ditions. When a significant effect was detected, a post
hoc Fisher test was applied to locate pairwise differences
between conditions. Statistical analysis was performed
using StatView (version 5.0, SAS Institute, Cary, NC). A p
value less than or equal to 0.05 was considered statistically
significant.

Results
Body weight and food consumption

Over the course of the experiment, HF and OVX rats
gained 114 and 122 g, respectively, whereas C rats gained
51 g (Table 2). Overall, energy intake was similar between
the groups.

However, when calculating weight gain relative to
energy intake, the ratio was more than twofold higher for
the HF and OVX groups (p < 0.0001; Table 2). Concern-
ing body composition, relative fat-free mass decreased by
19.3 % in HF rats and by 13.2 % in OVX rats compared to
C rats during the study. Fat mass was increased by 56.7 %
in HF rats and by 36.6 % in OVX rats. Fat mass was not
significantly different between HF and OVX rats at the end
of the study.
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Table 2 Body weight, body composition, body weight gain, energy
intake and body weight gain-to-energy intake ratio in control, high-
fat-fed or ovariectomized adult rats

C HF OovX

361 +£5 429 £ 10* 439 £ 11*
7644 £1.85 61.71 £0.87* 66.34 + 2.06*

Body weight (g)
9%Fat-free mass

%Fat mass 22.68 & 1.84 35.54 &£ 1.39% 30.99 &+ 1.55%

Body weight gain (g) 51+6 114 + 13%* 122 + 8%

Daily energy intake 288 +4 272 + 17 294+ 6
()

Body weight gain-to- ~ 0.18 £0.02  0.42 4+ 0.05*% 0.42 £ 0.03*

energy intake ratio

Values are mean = SEM. Following sham operation or ovariectomy,
adult rats received a control or high-fat diet for 19 weeks

C control, HF high-fat, OVX ovariectomy
* p <0.05 compared to the C group

Plasma metabolic and inflammatory variables

Insulin was increased by 45.7 and 42.9 % in the HF and
OVX groups, respectively, versus C rats, but without reach-
ing statistical significance (Table 3). This result was associ-
ated with an increased concentration of plasma glucose in
the HF group and in glycerol in the OVX group compared
to Crats (p = 0.0085 and p = 0.0068, respectively). HF-fed
rats tended to have a higher HOMA index (p = 0.0886).
Moreover, cholesterol was only increased in OVX rats.
Plasma TG and NEFA were similar in the three groups.
All systemic inflammatory markers evaluated tended to
increase in OVX rats compared to controls (Table 4), but
only sTNF-R2 was significantly higher (p = 0.0006). In
addition, circulating hs-CRP tended to increase in the
OVX group compared to C and HF rats (p = 0.0718 and
p = 0.0679, respectively). Moreover, plasma sTNF-R2
level was greater in the HF group compared to C rats
(p = 0.0087).

Adipose tissue parameters and liver and muscle
triglycerides

In accordance with the relative fat mass (Table 2), the
weight of perirenal and subcutaneous fat pads (Table 5)
was greatly increased in both treatment groups compared
to controls. Leptin and TNFa expressions in adipose tis-
sues were higher in HF rats than in the other two groups
(Table 5). Interestingly, HF and OVX rats showed opposite
patterns of in-tissue TG storage. TG concentrations in the
tibialis anterior were significantly higher in HF rats com-
pared to C rats, whereas TG concentrations in liver were
significantly higher in OVX rats compared to the other two
groups (Table 3).
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Table 3 Plasma metabolic variables, liver and tibialis anterior tri-
glyceride levels in control, high-fat-fed or ovariectomized adult rats

Table 5 Adipose tissue parameters in control, high-fat-fed or ova-
riectomized adult rats

C HF (0)%:¢ C HF (0)%:¢

Insulin (ng/mL) 0.35+0.07 0.51 £0.06 0.50 % 0.05 Adipose tissue weight
Glucose (g/L) 1.33+£0.05 1.52£0.04* 1.41+0.05 Perirenal (g) 479+£039 758 +£0.61* 8.70 = 0.93*
Glycerol (umol/L) 237+ 15 258 + 27 323 + 144 Subcutaneous (g)  3.64 £ 0.31 6.60 £+ 0.38* 7.59 £+ 0.48*
Cholesterol (g/L) 091 +0.08 0.86+0.05 1.50=+0.10%* Transcript levels
Triglycerides (g/L) 0.67£0.11 0.82£0.08 0.66+ 0.03 Leptin 1.00 £ 0.32 242 £ 0.33* 131 +0.21°
NEFA (mmol/L) 0.60 £0.05 0.67 £0.05 0.68 £0.07 TNF-a 1.00 £0.17 1.89 £025%  0.62+0.17
HOMA 294 £0.63 4.83+£0.68 3.88+0.27 . . .

. . S ot Values are mean + SEM. Transcript levels were evaluated in perire-
Liver t.rlglycendes (nmol/ 88 + 16 103 + 35 219 + 38 nal adipose tissue, and data are expressed as a ratio of gene expres-

mg tissue) sion to 18S gene expression. 18S ribosomal RNA was used as a
Tibialis triglycerides 2234+0.39 5.23+£1.22*% 3.46 £0.51 housekeeping gene with stable expression in perirenal adipose tissue.

(nmol/mg tissue)

Values are mean == SEM. Following sham operation or ovariectomy,
adult rats received a control or high-fat diet for 19 weeks

C control, HF high-fat, OVX ovariectomy, TG triglycerides, NEFA
non-esterified fatty acids, HOMA homeostasis model assessment

* p < 0.05 compared to the C group. * p < 0.05 compared to the HF
group

Table 4 Plasma inflammatory profile after sham operation in control,
high-fat-fed or ovariectomized adult rats

c HF OovX
STNF-R1 (pg/mL) 113 £ 11 126 £5 135+ 9
STNF-R2 (pg/mL) 853 &+ 107 1,086 £ 100* 1,228 &= 71*
hs-CRP (pg/mL) 275 £40 273 £43 425 £ 76

Values are mean = SEM. Following sham operation or ovariectomy,
adult rats received a control or high-fat diet for 19 weeks

C control, HF high-fat, OVX ovariectomy, sTNF-RI and sTNF-R2
soluble tumor necrosis factor-o (TNFa) receptor 1 and 2, hs-CRP
high-sensitivity C-reactive protein

* p <0.05 compared to the C group

Uterine weight and bone parameters

Relative uterine weight was significantly lower in OVX
rats compared to HF and C rats (p < 0.0001; Table 6). As
expected, OVX animals presented osteopenia as shown by
a drop in BMD of 8.6 % compared to C rats (p = 0.0182)
and 10.0 % compared to HF rats (p = 0.0064; Table 6). In
order to take the potential effect of body weight on bone
density into account, we calculated a relative BMD. Rel-
ative BMD was significantly lower in OVX rats than in
the two other groups and was also significantly lower in
HF rats than C rats (p < 0.0001). The bone microarchi-
tecture was also impaired in the OVX animals, as BV/
TV, Tb.N and Tb.Th decreased and Tb.Sp increased com-
pared to C and HF rats (Table 6). Markers of both bone
formation, i.e., OCN, and resorption, i.e., CTX1, were

Following sham operation or ovariectomy, adult rats received a con-
trol or high-fat diet for 19 weeks

C control, HF high-fat, OVX ovariectomy, TNFa tumor necrosis
factor-o

* p < 0.05 compared to the C group. ¥ p < 0.05 compared to the HF
group

Table 6 Uterus weight, bone mineral density, bone microarchitec-
ture parameters and serum levels of osteocalcin and CTX1 in control,
high-fat-fed or ovariectomized adult rats

C HF ovX
Uterus weight 680 + 41 790 + 77 132 4 5%+
(mg)
BMD (mg/cc) 700 £+ 12 712 £ 25 640 + 7%
BMD/body 1.94 £ 0.04 1.66 + 0.04* 1.46 + 0.04%*
weight
BV/TV 0.66 £ 0.06 0.64 £ 0.06 0.11 £ 0.02%*
Tb.N (/mm) 347 +£0.10 341+£0.27 1.39 £ 0.20%*
Tb.Th (um) 193 £24 209 £+ 45 78 £ 5%+
Tb.Sp (um) 97 £ 16 100 £ 14 748 + 130%*
Serum OCN (ng/ 74.54 £ 11.27 45.89 £ 11.15* 128.75 £ 6.26%*
mL)
Serum CTX1 5.39 £ 0.63 6.71 £0.74 951 4+ 0.59%*
(ng/mL)

Values are mean = SEM. Following sham operation or ovariectomy,
adult rats received a control or high-fat diet for 19 weeks

C control, HF high-fat, OVX ovariectomy, BMD bone mineral den-
sity, BV/TV trabecular bone volume, 7h.N trabecular number, 7b.Th
trabecular thickness, Th.Sp trabecular separation, OCN osteocalcin,
CTX1 collagen type 1 cross-linked C-telopeptide

* p < 0.05 compared to the C group. ¥ p < 0.05 compared to the HF
group

increased in OVX rats compared to C rats (p = 0.0019
and p = 0.0003, respectively; Table 6), indicating an
acceleration of bone turnover. HF rats showed a drop in
OCN compared to controls (p < 0.05) while CTX1 levels
remained unchanged.
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Fig. 1 Tibialis anterior weight, weight-to-body weight ratio and
protein synthesis. a Tibialis anterior weight, b tibialis anterior
weight-to-body weight ratio, ¢ tibialis anterior protein synthesis
rate of control, high-fat-fed or ovariectomized adult rats. Values are

Fig. 2 Transcript levels of
muscle metabolism markers

in tibialis anterior. a MyoD,

b MuRF1, ¢ IGF1, d InsR,

e MHCI, f MHCIIx relative
mRNA expression measured
by real-time PCR in adult rat
tibialis anterior 4 months after
sham operation or ovariectomy.
Data are expressed as a ratio

of gene expression to HPRT
gene expression. HPRT gene R

Relative expression of MyoD >

was used as a housekeeping D &l
gene with stable expression X 120 -
in tibialis anterior. Values are 2
mean £ SEM. *p < 0.05 com- % 1.00 I
pared to the C group. *p < 0.05 5 0.80
compared to the HF group. C 2 *
control (light gray), HF high-fat £ 0560
diet (dark gray), OVX ovariec- P
tomy (stripes) o 0.40 -
§ 0.20
0.00
C HF

Muscle protein metabolism

Mean ftibialis anterior weight was significantly higher in
OVX rats, i.e., 12.2 % higher than C rats (p = 0.0251) and
15.7 % higher than HF rats (p = 0.007) (Fig. 1a). Muscle
weight-to-body weight ratio was lower in the HF group
than in the C and OVX groups (p = 0.0019 and p = 0.0517,
respectively), whereas there was no difference between C
and OVX groups (Fig. 1b). However, protein synthesis rate
was significantly higher (4+20.9 %) in the HF group and
lower (—17.9 %) with estrogen depletion compared to C rats
(p = 0.0109 and p = 0.0307, respectively; Fig. 1c). Gene
expression of MyoD, reflecting muscle cell differentiation,
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and MuRF1, a ubiquitin ligase involved in protein degra-
dation, were 33.6 and 35.0 % lower, respectively, in OVX
rats compared to controls (p = 0.0353 and p = 0.0439,
respectively; Fig. 2a, b). There were no among-group dif-
ferences in IGF-1 transcript levels in skeletal muscle
(Fig. 2¢). InsR expression was lower in HF rats compared
to C and OVX rats (p = 0.0194 and p = 0.0510, respec-
tively; Fig. 2d). MHCI was significantly upregulated in the
OVX group compared to HF group (p = 0.0246) and tended
to be upregulated compared to C rats (p = 0.0717; Fig. 2e).
Conversely, MHCIIx transcripts were significantly down-
regulated in HF rats compared to C rats (p = 0.0141) and
tended to be downregulated in HF rats compared to OVX
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rats (p = 0.0830; Fig. 2f). To further dissect the mechanism
involved, we studied the mTOR pathway but found no effect
of OVX or HF diet on phosphorylation status of mTOR, Akt
or ribosomal protein S6 kinase (S6 K) (data not shown).

Muscle mitochondrial parameters

As a proportional balance among complex expressions is
required for normal electron transport chain (ETC) func-
tion, ratios between complex protein expressions were cal-
culated [21]. The ratios of complex IV to other complexes
were significantly modified in the HF group, i.e., decreased
with complex I, IT and III and increased with complex V,
which is evidence of increased protein expression of com-
plex IV in the HF group (Table 7). mRNA expressions of
PGCla, tFAM, NRF1 and NRF2 were similar between
C and OVX rats, whereas mitochondrial gene expres-
sions decreased in HF rats (Table 7), especially NRF1
(p = 0.0023) and NRF2 (p = 0.0315).

Discussion

The aim of this study was to evaluate the effect of ovariec-
tomy on both bone and skeletal muscle metabolism and to
investigate the impact of fat mass variation on bone and
muscle alterations. We therefore compared ovariectomized
rats against high-fat-diet-fed rats.

We observed a significant and similar weight gain in
ovariectomized and high-fat-fed rats compared to controls.
In accordance with the literature [25, 26], weight gain was
mainly caused by fat mass, with a similar fat mass gain
between the two test groups compared to controls. Plasma
inflammatory patterns differed between the test groups.
Increased inflammation in response to hormonal loss and
high-fat diet is well described in the literature [27, 28].
Further, aging is associated with a low-grade inflammation
implicated in the pathophysiology of both osteoporosis and
sarcopenia [29]. The ovariectomy model was validated by
uterine atrophy, loss of bone mineral density and impaired
bone microarchitecture associated with increased bone
turnover—a mechanism well described in the literature
and reviewed by Imai et al. [30]. Here and previously [31],
hormonal deficiency was associated with decreased bone
mass and increased adiposity due to a switch in mesenchy-
mal stem cells from osteoblasts to adipose cells [32]. Bone
mineral density-to-body weight ratio was significantly
decreased in high-fat-fed animals compared to controls.
This was associated with impaired bone turnover, consist-
ently with previous reports on male rats [33]. Even though
fat mass was long thought to improve bone mineral density,
evidence from an increasing number of studies has now
reinforced the idea that fat accumulation has a detrimental

Table 7 Muscle mitochondrial parameters in control, high-fat-fed or
ovariectomized adult rats

C HF (0)0:¢
ETC protein expression ratios
Complex I/I1 0.96 + 0.09 0.93 +£0.08 0.94 £0.07
Complex I/I11 0.85 £ 0.04 0.79 £ 0.05 0.95 £ 0.07
Complex I/IV 2.68 +0.36 1.03£0.12%  2.60 & 0.24*
Complex I/'V 0.89 £0.13 0.83 +0.06 0.89 £ 0.08
Complex II/IIT 0.92 £ 0.05 0.87 £ 0.06 1.02 +0.02
Complex I/TV 3.18+£0.73 1.20 £0.22% 295 + 0.44°
Complex 1I/'V 0.90 £ 0.06 0.91 £ 0.04 0.97 £0.08
Complex II/IV.~ 3.30 £ 0.58 134 £0.18% 2924045
Complex III/V 1.02 +£0.12 1.06 £ 0.06 0.96 £ 0.09
Complex IV/V 0.40 +£ 0.09 0.87 +0.11%  0.36 + 0.04"
Transcript levels
PGCla 1.00 +0.21 0.63 +0.08 0.89 £ 0.09
tFAM 1.00 £ 0.16 0.72 £ 0.05 0.73 £ 0.05
NRF1 1.00 +0.13 0.59 £ 0.05% 0.82+0.03
NRF2 1.00 £ 0.15 0.67 £0.08* 0.89 £0.04

Values are mean = SEM. Gene expression was calculated relative to
the expression of the housekeeping gene hypoxanthine-guanine phos-
phoribosyltransferase (HPRT). Following sham operation or ovariec-
tomy, adult rats received a control or high-fat diet for 19 weeks

C control, HF high-fat, OVX ovariectomy, ETC electron transport
chain, PGCla peroxisome proliferator-activated receptor y coactiva-
tor 1, tFAM mitochondrial transcription factor A, NRF'] nuclear res-
piratory factor 1, NRF2 nuclear respiratory factor 2

* p < 0.05 compared to the C group. ¥ p < 0.05 compared to the HF
group

impact on bone [15]. Moreover, leptin, whose expression
was increased in the perirenal adipose tissue of high-fat fed
rats, has controversial effects on bone with a direct stimu-
latory effect and an indirect opposite effect via the central
nervous system (for review see [34]). Therefore, the ova-
riectomy-induced fat gain could, in addition to the direct
effect of estrogen depletion on bone, have a further nega-
tive effect on bone metabolism. Another important param-
eter that affects bone is physical activity as it was shown to
reverse the effects of ovariectomy on bone loss in rats [35].
However, according to our daily observations, the animals
used in the present study had little physical activity.

The fat mass gain induced by the diet or by ovary abla-
tion also had divergent consequences at the muscle level.
Tibialis anterior were significantly heavier in ovariecto-
mized rats than high-fat-fed rats or controls. This was
observed in previous studies and reversed by estrogen
administration [36, 37]. However, the ovariectomy-induced
increase in muscle mass may be due to an adaptation to
body weight gain, as the differences between groups were
erased when we corrected for body weight. Similar conclu-
sions, i.e., muscle weight-to-body weight ratios unaffected
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by ovariectomy, were found by Fisher et al. [38]. In con-
trast, tibialis anterior weight was similar between high-fat-
fed rats and controls and, once corrected for the body
weight, the ratio was significantly reduced. A recent study
from our team found that fat-free mass relative to body
weight also decreased after 24 weeks of high-fat diet but
not after 16 weeks [16]. Taken together, the present data
indicate that under estrogen depletion, skeletal muscle
mass seems to be protected from atrophy in a mechanism
that does not occur when the increase in adiposity is due to
diet. However, this does not necessarily mean that muscle
quality is conserved. Interestingly, we showed that ovariec-
tomy led to a reduction in muscle protein synthesis rate
concomitant with decreased MyoD and MuRF1 expres-
sions, which could explain the similar muscle weight-to-
body weight ratios between control and ovariectomized
rats. There is still controversy in the literature on ovariec-
tomy and MyoD expression [39, 40], but as MyoD is pref-
erentially expressed in type II fibers [41], our results are
more consistent with a fast-to-slow transition occurring
during aging [42]. Skeletal muscle protein synthesis has
been shown to decrease with age [43], particularly in
female rats [44]. However, our results differ from a previ-
ous report that short-term ovariectomy increases protein
synthesis rate [45]. Age of animals, length after ovariec-
tomy and muscle type all vary between studies and may
explain the discrepant results. Moreover, this previous
study found a decrease in body fat mass in ovariectomized
animals [45] that was not consistent with most of the pub-
lished data. As the ovariectomy was not validated in this
study [45], the model may have too short time to observe
the classical effects of estrogen ablation. Interestingly,
IGF-1 mRNA expression in the EDL and gastrocnemius of
young rats was increased in the early post-ovariectomy
period (1 week) but not after 5 weeks [46]. Therefore, pro-
tein synthesis rate might precociously increase in response
to IGF-1 early after ovariectomy and then decrease with
extended absence of ovarian hormones. From our data, it
was not possible to explain the observed rate of muscle
protein synthesis in ovariectomized rats by the rates
obtained in the high-fat-diet rats, which were increased
compared to controls. Therefore, the effect of ovariectomy
on skeletal muscle anabolism may be more dependent on
hormonal depletion than on variation in body adiposity.
This result was confirmed by a previous study from our
team that reported increased protein synthesis rates in both
soleus and tibialis anterior muscles when rats were fed a
high-fat diet for 6 weeks [47]. In a recent time-course study
of high-fat diet consumption by adult rats, both myofibrillar
and mitochondrial protein synthesis rates were increased
after 16 weeks as well as muscle mass but total protein syn-
thesis rate was decreased after 24 weeks as muscle mass
[16]. As our animals received the high-fat diet for 19 weeks
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and responded with increased protein synthesis rate and
decreased muscle weight-to-body weight ratio, our study
might be at the transition phase between the anabolic effect
of fat gain and the catabolic effect of tissue lipotoxicity
described by Masgrau et al. [16]. The IGF-1/Akt pathway
plays a critical role in the control of protein synthesis.
IGF-1 transcript levels as well as mTOR, Akt and S6 K
protein activation in tibialis anterior muscle were not dif-
ferent between the three groups. Again, the literature
remains controversial [13, 14, 46], but the ovariectomy-
induced differences in protein synthesis rate found here are
unlikely to be due to a dysregulation of this pathway. As
muscle metabolism is linked to energy metabolism, we
determined body weight gain relative to energy intake. The
ratio was found to be significantly higher in both the ova-
riectomized and high-fat groups compared to controls.
Energy expenditure decreases following ovariectomy or
consumption of a high-fat diet, leading to a considerable
weight gain [48, 49]. The observed similar fat mass gain
was associated with a differential management of surplus
lipid substrates. Hence, lipotoxicity was observed in the
liver of ovariectomized rats, which is consistent with the
literature [36], but in the tibialis anterior of high-fat-fed
rats, which is a more controversial result [36, 50]. Like for
muscle weight and protein synthesis rate, estrogen deple-
tion seems to trigger a mechanism to avoid skeletal muscle
ectopic storage of the excess lipids by orienting it to the
liver. Three possible mechanisms linking the accumulation
of triglycerides in muscle of high-fat-fed rats and the
increased protein synthesis rate are currently under debate.
First, the profile of neosynthetized protein is not known,
and the lipotoxicity induced by the high-fat diet may lead
to the synthesis of proteins linked to the stress response,
i.e., uncoupling proteins [51] and unfolded protein response
markers [52]. Second, increased protein synthesis might be
compensated by a corresponding increase in proteolysis.
Third, the high-fat-fed rats showed unbalanced ratios
between electron transport chain proteins and a decreased
expression of key controllers of mitochondrial biogenesis,
which points to an impaired oxidative capacity [53]. Inter-
estingly, the association of increased synthesis rate partly
due to a higher mitochondrial protein synthesis rate and a
decreased mitochondrial enzyme activity in rats consuming
a high-fat diet has already been demonstrated in muscle
[47]. As described in literature, mitochondrial alterations
could be due to other nutrients such as vitamin D and vita-
min K as they have been shown to act synergistically [54]
and to play a key role in mitochondrial metabolism [55,
56]. However, in the present study, the intake of vitamin D
and vitamin K was similar between groups (data not
shown). Therefore, higher fatty acid intake was more likely
responsible for the impairment of mitochondrial metabo-
lism in high-fat fed rats. In addition, impaired
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mitochondrial metabolism is to be related to insulin, as it is
thought to mainly regulate mitochondrial oxidative phos-
phorylation in skeletal muscle [57] where a decreased oxi-
dative capacity may trigger the development of insulin
resistance [58]. This observation is in accordance with the
increased circulating fasting glucose and insulin and the
decreased expression of InsR found in high-fat-fed rats
compared to controls here and previously observed in
obese individuals [59]. The inhibition of glucose uptake
and oxidation associated with a dysregulation of fatty acid
metabolism in skeletal muscle is well described [19]. In
ovariectomized animals, none of the parameters evaluated
linked the decreased muscle protein turnover to mitochon-
dria metabolism. Similarly, in a recent study [60], tFAM,
NRF1 and NRF2 mRNA expressions were not modified by
estrogen depletion. However, in ovariectomized rodents,
degenerated mitochondria together with damaged myofi-
brils were noticed [61]. Overall, mitochondrial quality and
efficiency could still be impaired, leading to decreased fiber
contractibility. As mitochondrial metabolism was impaired
by high-fat-diet-induced adiposity but unaffected by ova-
riectomy-induced adiposity, the absence of impaired
expression of mitochondrial chain proteins is more likely to
be due to a direct effect of estrogen depletion rather than to
body adiposity or tissue lipotoxicity themselves. To sum
up, we showed that although ovariectomy and high-fat diet
induced a similar fat mass gain, the resulting lipotoxicity
and the impacts on bone and muscle tissues are different.
Under a high-fat diet, bone formation was decreased while
neither bone microarchitecture nor bone mass was signifi-
cantly modified. As classically described, ovariectomy elic-
ited a higher bone turnover, leading to bone loss. At muscle
level, total protein and presumably mitochondrial synthesis
rate were increased with the high-fat diet, likely as a mech-
anism to counteract muscle lipotoxicity, impaired regula-
tion of glucose homeostasis and decreased mitochondrial
efficiency. Conversely, the combined decrease in protein
synthesis and MyoD and MuRF1 gene expression together
with a similar muscle weight-to-body weight ratio between
ovariectomized rats and controls points to reduced muscle
protein turnover with hormonal loss. This could imply a
decline in protein renewal, leading to impaired protein
quality and contractile function. The altered muscle protein
turnover induced by hormonal deficiency may partly
explain the muscle loss observed in menopausal years.
Bone loss could cause this alteration to limit the applied
force and thus the risk of fracture, especially as body
weight increases [62]. Our findings could also be due to
direct effects of estrogen depletion. In addition, the increase
in bone turnover may require a greater amount of energy,
which is then counterbalanced by a slowdown muscle
metabolism. This energy expenditure by bone could also
protect muscle from lipotoxicity by using locally available

triglycerides and switch the ectopic accumulation of fat to
the liver. Although decreased hormonal impregnation
seems to be the main cause of abnormal muscle and bone
metabolism, these changes are likely to be affected by
increased adiposity in estrogen-deficient rats.
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Figure 41 : Plan de I’expérimentation animale sur la rate ovariectomisée.
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Figure 42 : Organisation des prélevements chez le rat.



3- Résultats complémentaires a la publication n°1

3-1- Matériel et méthodes

3-1-1- Animaux et régimes expérimentaux

La publication n°l porte sur trois lots de rats (lots 1 a 3). Néanmoins, cette
expérimentation animale a ét€ menée sur un total de 16 lots d’animaux : 2 régimes témoins
avec 4% ou 15% de lipides comprenant 50% d’huile d’arachide et 50% d’huile de tournesol ;
et 12 régimes tests contenant 15% d’huile avec 11% d’huile d’olive, 2% d’huile de colza et
2% d’huile d’arachide. Trois huiles d’olive ont été testées : de I’huile raffinée et 2 huiles extra
vierges sélectionnées pour leurs profils polyphénoliques qualitativement différents mais
quantitativement équivalents (huiles A et B). Ces huiles ont été évaluées seules et en présence

de vitD et/ou DHA. Les différents lots de rates ont recu les régimes figurant dans le tableau 4.

i Huile colza Huile raffinée Huile vierge A  Huile vierge B vitamine D
Lot OvX + arachide (HO raff) (HO A) (HO B) DHA (vitD)
1 4% SH X (4%)
2 4% OVX X X (4%)
3 15% SH X (15%)
4 15% OVX X X (15%)
5 HOraff X X
6 HOraff +vitD + DHA X X X X
7 HOraff + DHA X X X
8 HOraff +vitD X X X
9 HOA X X
10 HOA +vitD + DHA X X X X
11 HOA +DHA X X X
12 HOA ++vitD X X X
13 HOB X X
14 HOB +witD + DHA X X X X
15 HOB +DHA X X X
16 HOB +witD X X X

Tableau 4 : Caractéristiques des différents lots de rates.
SH, pseudo-opération; OVX, ovariectomie; 4%, 4% d’huile dans le régime; 15%, 15% d’huile dans le régime;

HO, huile d’olive; raff, raffinée; vitD, vitamine D; DHA, acide docosahéxaénoique.

Des controles de poids et de consommation ont été réalisés toutes les 2 semaines tout
au long des 19 semaines d’investigation. De plus, la composition corporelle a été évaluée 12

jours apres 1I’ovariectomie (J12) et juste avant le début des sacrifices (J113) (Figure 41).

3-1-2- Echantillons récoltés
Sept animaux des lots 1 a 4 (lots témoins), 5 a 8 (huile raffinée) et 13 a 16 (huile
d’olive B), soit 84 animaux sur 192, ont recu une injection de BC-valine 50 minutes avant le

sacrifice (Figure 42). Apres sacrifice, le plasma et le sérum, les fémurs, les tibias et 1’utérus
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ont été prélevés chez tous les animaux. Les muscles soleus et tibialis anterior et les tissus
adipeux (peéri-rénal, péri-ovarien et inguinal) ont été prélevés sur 7 animaux de chacun des
lots (soit 112 animaux). Les muscles plantaris, gastrocnemnius et quadriceps ont été prélevés

sur les animaux ayant recu I’injection de **C-valine.

3-1-3- Analyses
3-1-3-1- Densité minérale osseuse

La BMD des fémurs a été évaluee a I’aide de la micro-computed tomography
(microCT) avec un scanner eXplore CT 120 (GE Healthcare, Fairfield, CT) et de la DXA
avec un QDR 4500 A (Hologic, Bedford, MA). Différentes régions d’intérét (ROI) ont été
analysées : la totalité de I’épiphyse et de la métaphyse distales (BMD distale), une pastille
située juste au-dessous de la plaque de croissance (BMD pastille) et une ROI adaptée a la
morphologie de chaque os ont été dessinées pour les 4 premiers lots pour les analyses avec le
microCT. De méme, pour les analyses de DXA, trois ROI ont été déterminées : I’0s entier, la
diaphyse et la partie distale du fémur.

3-1-3-2- Syntheése protéique musculaire

La détermination du taux de synthése protéique (FSR) a été réalisée sur les muscles
tibialis anterior des rats ayant recu I’injection de **C-valine. Arés hydrolyse des protéines, les
acides aminés ont été dérivés et I’enrichissement en **C-valine des protéines hydrolysées a été
mesuré par chromatographie gazeuse. Le taux de synthése proteique, en %/h, qui représente le
pourcentage de la fraction protéique considérée néo-synthétisée par unité de temps a été
calculé grace a I’équation suivante (Zangarelli, Chanseaume et al. 2006):

FSR = (Eix100)/(Epxt)

ol I’Ei et Ep représentent les enrichissements en *3C-valine du compartiment
intracellulaire d’acides aminés libres (Ep) et de la fraction protéique considérée a I’instant t

(moins I’enrichissement basal).
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Figure 44

: Evolution du poids des animaux.



3-2- Résultats
3-2-1- Sélection des huiles d’olive

Sur la base des analyses réalisées par le Centre Technique de la Conservation des
Produits Agricoles (CTCPA) d’Avignon, deux huiles d’olive ont été sélectionnées pour leur

profil polyphénolique équivalent en quantité mais différent en qualité (Figure 43).

3-2-2- Evolution pondérale et composition corporelle

La constitution des différents groupes expérimentaux a été établie sur des criteres de
poids (p=0,848) (Figure 44). En fin d’étude, il est intéressant de noter que la différence de
poids entre les lots 4% SH et 15% SH (Ais9 su - 49 su= 75 g soit 20,7%) et 4% OVX et 15%
OVX (A15% ovx —4% ovx = 71 g soit 16,2%) était similaire. De méme, des différences de poids
similaires ont été observées entre les lots 4% SH et 4% OVX (A4% ovx - 4% su= 79 g soit +
21,9%) et 15% SH et 15% OVX (A15% ovx - 15% ovx = 76 g soit + 17,3%). Le régime riche en
graisses ainsi que 1’ovariectomie induisait une augmentation de la prise de poids de 18,4% et
de 19,6%, respectivement. La différence de poids entre les lots 4% SH et 15% OVX était due
au cumul des 2 effets (A= 151 g soit 41,6%). En ce qui concerne les lots tests (lots huile
d’olive), les prises de poids étaient comparables a celle du lot t€émoin 15% OVX.

Concernant la composition corporelle, les lots étaient homogenes en termes de masse
grasse et de masse maigre au début de I’expérimentation (p>0,05). En fin d’étude, la masse
grasse était augmentée par I’ovariectomie (A4 ovx — 4% su=956,6 g ; Ais% ovx - 15% sy = 39,4 g),
ainsi que par la consommation d’un régime riche en graisses (Ajs sy - 4% su = 69,7 g ; Ajsq
ovX - 4% ovx = 92,6 g), effets qui étaient cumulés dans les lots d’intérét (lots de rates ayant
consommé les régimes huiles d’olive) (Amoyenne des lots d’intéréts — 4% sa = 108,6 g) (Figure 45A). La
masse maigre €tait aussi augmentée par 1I’ovariectomie (Agg ovx — 4% su=11,9 g ; Ais% ovx - 15%
su = 40,0 g) et par le régime riche en graisse chez les rates OVX (Ajs% ovx - 4% ovx = 19,5 g),
alors qu’elle était diminuée chez les animaux SH (A5 sy - 4% sy =-8,6 g) (Figure 45B). Un
effet cumulé de I'intervention nutritionnelle et de I’ablation des ovaires était également
observée sur ce parametre (Amoyenne des lots d’intéréts — 4%.5H = 21,5 £).

Ainsi, la prise de poids des animaux ovariectomisés était majoritairement due a une

prise de masse grasse mais aussi de masse maigre.
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lettre en commun (p<0,05).
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Figure 48 : Poids des tissus adipeux.
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significativement différents s’ils n’ont aucune lettre en commun (p<0,05).
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Figure 49 : Densité minérale osseuse et parametres sériques osseux mesurés chez la rate.

Densité minérale osseuse (A) distale mesurée au microCT, (B) distale trabéculaire mesurée au microCT et (C)
distale mesurée a la DXA et (D) concentrations sériques en CTX1 & gauche et en OCN a droite. Les résultats
sont exprimés en tant que moyenne + SEM. Deux groupes sont significativement différents s’ils n’ont aucune
lettre en commun (p<0,05). CTX1, C-telopeptide of type 1 collagen; OCN, ostéocalcine.



3-2-3- Controle de consommation

Lors du premier controle de consommation, effectué 17 jours (J17) apres I’ opération, 2
différences significatives étaient a noter : le lot 15% SH consommait significativement moins
que I’ensemble des autres lots (lot 15% SH : 16,36 g + 0,70 par rapport aux autres lots : 19,30
+ 0,05 g; p<0,0001). De plus, le lot 15% OVX ingérait plus d’aliment que le lot 4% SH
(15%, OVX : 20,01 £0,20 g ; 4%, SH : 18,58 + 0,21 g; p=0,009) (Figure 46).

Au cours de I’étude, une diminution de la prise alimentaire a été constatée pour tous
les lots pour atteindre une consommation finale moyenne a J115 de 14,52 + 0,16 g. A J115,
les lots SH consommaient significativement plus de régime que certains lots OVX (lots 15%

OVX; HOraff + DHA ; HO A + DHA et HO B ; p<0,0001).

3-2-4- Poids des organes
3-2-4-1- Poids de l’utérus

Les poids des utérus des lots des animaux SH (735 mg + 32 mg) et OVX (137 mg + 2
mg) étaient significativement différents (p< 0,0001) (Figure 47A et B). Ceci validait la qualité

de I’intervention chirurgicale.

3-2-4-2- Poids des tissus adipeux sous cutané et péri-rénal

Les tissus adipeux sous cutané et péri-rénal ont été prélevés chez les animaux dont les
muscles ont été récupérés (Figure 42). L’ovariectomie (tissu adipeux péri-rénal : Asq, ovx - 49
su=3,9 get Ajsq ovx - 15% su= 3,4 g ; tissu adipeux sous-cutané : Asq ovx - 4% su= 3,9 g, Ais9
ovX - 15% sH = 3,7 g), ainsi que le régime riche en graisses (tissu adipeux péri-rénal : Ajs¢ sy - 49
sH= 2,8 get A159% OVX — 4% Ovx = 2,2 g; tissu adipeux sous-cutané : Aisq sH - 4% su = 3,0 get
Aisa ovx — 4% ovx = 4,7 g) engendraient une augmentation du poids des tissus adipeux (Figure
48). En ce qui concerne les lots de rats ayant consommé de 1’huile d’olive, aucune différence

significative n’était observée.

3-2-5- Les parametres osseux

3-2-5-1- La densité minérale osseuse
Les analyses réalisées au microCT et a la DXA ont mis en évidence I’impact délétere
de la castration sur la BMD (Figure 49A, B et C). La qualité des huiles incorporées dans les

régimes alimentaire ne permettait pas de discriminer les différents lots expérimentaux. En ce
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qui concerne la BMD trabéculaire, une perte de 68,1 a 75,1% par rapport au lot contrdle 4%

SH a été observée.

3-2-5-2- Parametres sériques

Les dosages de CTXI, témoin de la résorption osseuse, et d’OCN, qui reflete la
formation osseuse, ont été réalisés sur les 28 animaux des 4 premiers lots. Ces parametres
étaient augmentés chez les animaux ovariectomisés (sauf entre les lots 15% SH et 15% OVX
pour le parametre CTX1) (p=0,003 et p<0,0001 respectivement) (Figure 49D), ce qui révélait

une accélération du remodelage osseux.

3-2-6- Les parametres musculaires

3-2-6-1- Poids des muscles

Les poids des muscles étaient semblables entre les lots d’intérét (ayant consommé de
I’huile d’olive). Cependant, il est intéressant de noter que les animaux OVX présentaient des
masses musculaires plus importantes que les animaux SH (Figure 50A). Les différences de
poids des tibialis anterior entre les lots 4% SH et 15% SH (Ais9 sy - 4% sy = -17 mg) et 4%
OVX et 15% OVX (Ai5% ovx - 4% ovx = -18 mg) étaient similaires. De méme, des écarts
identiques ont été observés entre les lots 4% SH et 4% OVX (A4 ovx — 49 su= 70 mg) et 15%
SH et 15% OVX (Ais% ovx - 15% su = 70 mg). Ces variations observées correspondaient a une
diminution de 3% du poids des muscles tibialis anterior avec le régime riche en graisses et
une augmentation de 12% avec l’ovariectomie, par rapport au lot témoin 4% SH. Les
différences entre les lots pour les masses musculaires (soleus, plantaris, gastrocnemnius et
quadriceps) étaient similaires a celles du tibialis anterior.

De facon intéressante, une réduction du rapport entre le poids des tibialis et le poids
corporel des animaux a été mise évidence lors de la consommation d’un régime riche en

graisse (Figure 50B).

3-2-6-2- Synthese protéique musculaire

La synthese protéique musculaire était augmentée avec la consommation d’un régime
riche en graisses et diminuée avec 1’ovariectomie (15% SH, 0,195 = 0,010 %/h; 4% OVX,
0,133 + 0,005 %/h vs 4% SH, 0,161 + 0,008 %/h ; p= 0,005 et p=0,020 respectivement)
(Figure 51). Les deux effets s’annulaient dans le lot 15% OVX, la syntheése protéique
redevenant équivalente au lot témoin 4% SH (15% OVX, 0,163 £ 0,009 %/h ; p>0,05).
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Tous les lots recevant de 1’huile d’olive étaient équivalents statistiquement au lot
controle 15% OVX. Il est important de souligner que I’enrichissement en vitamine D
diminuait significativement la syntheése protéique avec 'huile d’olive raffinée (HO raff :
0,177 = 0,009 %/h vs HO raff + vitD : 0,150 £ 0,010%/h ; p=0,024) et I’augmentait (non
significativement) avec I’huile d’olive vierge (HO B, 0,168 £+ 0,009 %/h vs HO B + vitD,
0,183 + 0,008 %/h ; p>0,05). Les syntheses protéiques musculaires des lots HO raff et HO B
étaient comparables (p>0,05). Cependant, la comparaison des lots enrichis en vitamine D a
permis de mettre en évidence que la syntheése protéique musculaire du lot HO B + vitD était

supérieure a celle du lot HO raff + vitD (p=0,007).

3-3- Discussion

Dans cette étude, la pesée des utérus a permis de valider le modele de castration
comme décrit dans la littérature (Puel, Quintin et al. 2004). De plus, comme déja montré,
I’ovariectomie (Puel, Quintin et al. 2004) et une alimentation riche en graisses (Shen, Chen et
al. 2014) induisaient une augmentation du poids des animaux, effets qui se cumulaient chez
les animaux ovariectomisés et soumis a un régime riche en graisses.

Cette prise de poids était associée a une moindre consommation alimentaire chez les
rates ovariectomisées. En effet, ’ovariectomie et la consommation d’un régime riche en
graisses pourraient étre a 1’origine d’une diminution de la dépense énergétique qui conduisait
a une prise de poids (Storlien, James et al. 1986; Rogers, Perfield et al. 2009). L huile d’olive
ou les différentes supplémentations étudiées n’avaient pas d’impact sur la consommation
alimentaire ou sur la prise de poids. De facon inattendue, les ingesta diminuaient au cours de
I’expérimentation dans tous les lots étudiés.

Les analyses de composition corporelle ont mis en évidence que la prise de poids était
majoritairement causée par une prise de masse grasse (Lizcano and Guzman 2014; Shen,
Chen et al. 2014) et ce de facon équivalente entre les lots recevant les huiles d’olive. Des
variations similaires entre les lots étaient observées en ce qui concerne la masse des deux
tissus adipeux prélevés et la masse grasse corporelle totale. Il est intéressant de noter que la
prise de poids était aussi causée par un gain de masse maigre. Méme si le test statistique ne
donnait qu’une tendance (p=0,062), le poids des tibialis anterior présentait des différences
équivalentes a la masse maigre entre les lots. Ce phénomene, décrit dans la littérature, est
reversé par I’administration d’estrogeénes (Pighon, Barsalani et al. 2010; Ngo Sock, Cote et al.

2013). Cette augmentation du poids des tibialis anterior pourrait €tre due a la prise de poids
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corporel. En effet, le rapport poids des tibialis anterior sur poids corporel était statistiquement
équivalent pour les lots de rates ovariectomisées consommant un régime riche en graisses par
rapport au lot contréle 15% SH. Des résultats similaires, avec un rapport poids des muscles
sur poids corporel non modifié par I’ovariectomie, étaient obtenus par Fisher et coll. (Fisher,
Hasser et al. 1998). Il est important de souligner que la diminution de la syntheése protéique
associée a I’ovariectomie et I’augmentation due a un régime riche en graisses se compensaient
dans le lot t€émoin ovariectomisé ayant recu un régime riche en graisses (15% OVX). Méme si
I’activation du VDR semble augmenter la syntheése protéique musculaire (Salles, Chanet et al.
2013), dans la présente étude, la vitamine D avait un impact différent sur la synthese
protéique musculaire selon la matrice huiliere. On peut supposer que I’action synergique de la
vitamine D et des polyphénols de I’huile d’olive provoquait une augmentation de la synthese

protéique dans le tibialis anterior chez les animaux ovariectomisés.

La BMD était altérée chez les animaux ovariectomisés. Ce résultat est a mettre en
relation avec I’augmentation de la formation et de la résorption osseuse mise en évidence dans
le lot témoin 15% OVX, qui suggere une intensification du remodelage osseux, phénomene
bien décrit dans la littérature (Wronski, Cintron et al. 1988; Kalu 1991). Aucune huile ou
supplémentation ne pouvait €tre discriminée a partir du critere principal qu’était la BMD.

Plusieurs hypotheses ont été formulées pour expliquer, au moins en partie, les résultats
obtenus. Premierement, le choix du compartiment osseux est crucial. En effet, Francisco et
coll. (Francisco, Yu et al. 2011) observaient une meilleure sensibilité du tibia proximal a
I’ovariectomie par rapport au fémur distal, au fémur proximal et aux vertebres lombaires L3 et
L4 chez le rat. Or notre étude a été menée sur le fémur distal.

Dans notre expérimentation, la quantité de calcium a été réduite de moitié (soit 0,25%
du régime) par rapport aux recommandations chez le rat (Reeves, Nielsen et al. 1993). En
effet, dans les investigations ciblant la santé osseuse, les apports calciques sont classiquement
réduits pour accentuer les effets de I’ovariectomie, notamment lorsque les études sont menées
sur des rats jeunes. Une équipe japonaise (Omi and Ezawa 2011) montrait que des rats
consommant moins de 0,3% de calcium souffraient d’ostéoporose. Une autre équipe
rapportait que la BMD de rates ovariectomisées ayant consommé 0,01% ou 0,1% de calcium
était inférieure a celle des animaux soumis a 0,6% (controle), 1,2% ou 2,4% de calcium
(Agata, Park et al. 2013). Aussi, il est tres probable que la réduction des apports calciques
pouvait accentuer la perte osseuse des rates étudiées dans le présent travail, et que le calcium

pouvait étre un facteur limitant pour 1’effet des molécules testées.
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Acides gras (g/100 g) Denomination  Régime huile témoin Régime huile d'olive A

Saturés 13,43 12,50
Ci16:0 Palmitique 7,12 8,79
C18:0 Stéarique 2,42 2,21
C20:0 Arachidique 1,44 0,68
C22:0 Béhénique 1,45 0,47
C17:.0 Margarique 0,03
C24:0 Lignocérique 1,00 0,31

Monoinsaturés 56,86 73,37
C18:1w9 Oléique 53,35 72,11
Cl6:1w? Palmitoléique 0,30 0,40

C20:1 Eicosénoique 2,93 0,78
Cc22:1 0,29 0,08
Polyinsaturés 12,38
C18:2w6 Linoléique 10,49
C18:3w3 Linolénique 1,89

w6/w3 5,56
Sat/Insat 0,15

Tocophérols (mg/100g)
Vitamine K (pg/100g)
Stérols totaux (mg/100g)

Tableau 6 : Composition de I’huile du régime témoin et de I’huile du régime huile d’olive A.



N

Ajouté a cela, il est a noter au regard des travaux récents de la littérature, que la
quantité de DHA utilisée dans notre étude (0,036% du régime) était peut-Etre trop faible. En
effet, les effets bénéfiques sur 1’os étaient observés avec des quantités de DHA de 0,1 a 1,16%
du régime (Tableau 5) (Sun, Krishnan et al. 2003; Watkins, Li et al. 2006; Bhattacharya,
Rahman et al. 2007; Poulsen, Firth et al. 2007; Matsushita, Barrios et al. 2008; Li, Seifert et
al. 2010). Dans une étude chez la souris avec une quantit¢ de DHA plus semblable a la notre,
méme si le volume osseux trabéculaire était augmenté chez les souris a 8 mois, la BMD
vertébrale était inférieure aux animaux contréles a 17 mois (Tableau 5) (Bonnet and Ferrari
2011).

Les compositions en acides gras, en vitamine E et en vitamine K du mélange huile A
et du mélange témoin ont €té estimées a I’aide du dosage des acides gras de I’huile A effectué
par la société Lesieur et des tables de composition des aliments (La composition des aliments
Tableaux des valeurs nutritives de Souci, Fachmann et Kraut) (Tableau 6).

Le rapport acides gras saturés/insaturés était équivalent entre les régimes huile d’olive
et témoins (0,15 pour le mélange huile A et 0,16 pour le mélange huile de colza et huile
d’arachide), ce qui contribuait surement aux résultats obtenus. En effet, 1’apport en acides
gras saturés était inversement associé a la densité osseuse chez I’Homme (Corwin, Hartman et
al. 2006). De plus, le rapport AGPI w6/w3 était supérieur pour le mélange huile A (5,56) par
rapport a celui du mélange colza/arachide du régime témoin (4,29). Or, la BMC des fémurs
était significativement plus importante chez des rats consommant des régimes avec des ratios
AGPI w6/mw3 plus faibles (Watkins, Li et al. 2006). Selon les compositions moyennes des
huiles de colza, d’arachide et d’olive, les quantités de vitamine E et de vitamine K seraient
plus importantes dans le régime témoin (+ 99% pour la vitamine E et + 70% pour la vitamine
K) (Tableau 6). Les données de la littérature mettent en évidence un effet bénéfique de la
vitamine E sur le tissu osseux dans des modeles animaux d’ostéoporose grace a ses propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires (Chin and Ima-Nirwana 2014). En ce qui concerne la
vitamine K, les données sont plus controversées (Guralp and Erel 2014). Cependant, il est
important de souligner qu’elle joue un rdle dans la carboxylation de 1’ostéocalcine
(Cranenburg, Schurgers et al. 2007).

I1 est possible que la durée de I’étude ait été trop longue, particulierement pour le tissu
osseux. Géneralement, les études sur le modele de la rate Wistar ovariectomisée sont
conduites pendant 12 semaines (Liu, Li et al. 2005; Puel, Mardon et al. 2007; Puel, Mardon et
al. 2008; Zhao, Li et al. 2013; Ohyama, Matsushita et al. 2014). D’autres études ont été

menées pendant 2 a 14 semaines post-ovariectomie (Puel, Quintin et al. 2004; Ishimi,
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Sugiyama et al. 2006; Puel, Mathey et al. 2006; Uchiyama and Yamaguchi 2006; Horcajada,
Habauzit et al. 2008; Yamaguchi, Lai et al. 2008; Saleh and Saleh 2011; Nakanishi, litsuka et
al. 2013). Dans un modele tres équivalent au nétre : rate Wistar agée de 8 mois et
ovariectomisée, les paramétres microarchitecturaux de la métaphyse du tibia proximal ont été
évalués mensuellement pendant 6 mois (Boyd, Davison et al. 2006), conformément a la
publication de Francisco et coll. (Francisco, Yu et al. 2011), alors que nos mesures ont été
effectuées sur le femur distal. 1l a été mis en évidence que I’ovariectomie induisait une
diminution de 33% du volume osseux rapporté au volume total du tissu (BV/TV) un mois
apres |I’opération, de 72% trois mois apres I’opération par rapport a la mesure initiale, pour
ensuite atteindre un plateau (Boyd, Davison et al. 2006). Notre étude visant a étudier les
parametres osseux mais aussi des tissus musculaire et adipeux, les prélevements ont été
effectués environ 19 semaines aprés I’opréation et se situait apres la stabilisation de la perte
osseuse, donc apres la phase qui pourrait étre ralentie par les interventions nutritionnelles.
D’ailleurs, les données de BMD trabéculaire issues de la présente étude étaient similaires aux
données de BV/TV de Boyd et coll. (Boyd, Davison et al. 2006) avec une perte de 68,1 a

75,1% par rapport au lot témoin pseudo-opéré soumis a un régime contréle (4% SH).

3-4- Conclusion et perspectives

Aucun lot d’huile d’olive vierge, ni aucune supplémentation en vitamine D et/ou DHA
n’a pu étre discriminé en se basant sur le critére principal qu’était la BMD. Ceci pourrait étre
dd au choix du compartiment osseux, a la réduction des apports calciques, aux concentrations
de DHA testées, au choix des huiles du régime témoin, a la durée de I’étude ou a une
association de ces différentes conditions.

Les données concernant la synthése protéique musculaire tendent a supposer qu’il
existe une synergie entre la vitamine D et les polyphénols de I’huile d’olive pour augmenter
ce parameétre chez les animaux ovariectomisés. Les mécanismes d’action de I’huile d’olive
vierge enrichie en vitamine D sur le métabolisme musculaire feront I’objet de futures

investigations.

Une nouvelle expérimentation animale a ensuite été mise en place en prenant en
considération toutes les hypotheses formulées. Ainsi, I’expérimentation était centrée sur le
parametre principal : la densité minérale osseuse. Pour cela, la durée de la mise sous régime

apres ovariectomie a été limitée. Pour un gain de temps, le modéle animal a été changé pour
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utiliser la souris C57Bl/6. Pour le régime témoin, une seule huile a été testée, et non un

mélange et la quantité de calcium n’a pas été réduite.
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Publication n°2

Olive oil and vitamin D synergistically prevent bone loss

1In mice

La premiere étude animale n’ayant pas permis de sélectionner une huile d’olive
enrichie d’intérét, une seconde étude pré-clinique a été mise en place.

Pour obtenir des résultats rapidement, le modele de la souris ovariectomisée a été
choisi puisque d’apres la littérature une exposition d’'un mois a un régime alimentaire donné
suffit pour observer des modifications significatives des principaux biomarqueurs osseux. Il
s’agit d’'un modele utilisé en routine au laboratoire. Cependant, le modele souris ne permettait
pas de réaliser toutes les mesures prévues sur le modele rat, notamment en ce qui concerne les
dosages sériques et plasmatiques. Cette étude pré-clinique ciblait donc plus spécifiquement le
tissu osseux, avec comme critere principal la densité minérale osseuse.

Toutes les hypotheéses permettant d’expliquer, au moins en partie, les résultats obtenus
lors de la premiere étude ont été prises en compte pour établir le protocole expérimental.
Ainsi, contrairement a I’expérimentation chez la rate ovariectomisée, la quantité de calcium
n’a pas été diminuée pour ne pas accentuer les effets déléteres de 1’ovariectomie et masquer
les bénéfices potentiels des régimes expérimentaux sur le tissu osseux. De plus, les huiles ont
été étudiées pures et non en mélange pour s’assurer d’avoir des profils lipidiques bien
distincts. Pour ne pas multiplier les lots d’animaux, une seule huile d’olive a été étudiée. La
réalisation d’études de vieillissement apres différentes méthodes de stockage (congélation,
température ambiante...) a mis en évidence la stabilité de 1’huile A au cours du temps, par
rapport a 1’huile B. Pour évaluer I'impact des polyphénols, une partie des animaux a été
exposée a cette huile dans sa forme raffinée. Les effets de ces deux huiles ont été comparés a
ceux de I’huile de mais (considérée comme témoin négatif de par sa richesse en acides gras
saturés) et de I’huile de poisson (considérée comme témoin positif pour sa quantité d’ AGPI

®3).
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1- Présentation de la publication

1-1- Introduction

La consommation d’un régime méditerranéen et plus particulierement d’huile d’olive a
été associée au maintien de la santé osseuse. Les polyphénols étant supposés étre a 1’origine
de D'effet protecteur de 1’huile d’olive sur 1’os, nous avons comparé les effets de la
consommation d’huile d’olive raffinée (déplétée en polyphénols) a celle d’une huile d’olive
vierge riche en polyphénols sur le métabolisme osseux. De plus, le régime méditerranéen
étant caractérisé par une forte consommation de poisson, nous avons formulé 1’hypothese

d’une possible synergie avec la vitamine D3.

1-2- Matériel et méthodes

Six lots de 12 souris C57B1/6J agées de 8 semaines, équivalents en poids, masse grasse
et masse maigre ont été constitués. Les souris ont été pseudo-opérées (SH) ou ovariectomisées
(OVX) puis soumises a un régime contenant 10% d’huile d’olive raffinée (RO) ou d’huile
d’olive vierge (VO) formant ainsi les lots RO-SH, RO-OVX, VO-SH et VO-OVX. Deux lots
supplémentaires de souris OVX ont recu un régime enrichi en vitamine D3 (VD3 ; 5000 UT au
lieu de 1000 UI dans les 4 autres lots) : RO-OVX-VD3 et VO-OVX-VD3. Apres 4 semaines
d’exposition pendant lesquelles le poids, la consommation et la composition corporelle ont été

régulierement mesurés, le sérum, les fémurs, 1’utérus et la rate ont été prélevés.

1-3- Résultats

Conformément aux données précédentes, I’ovariectomie induisait une augmentation
du renouvellement osseux conduisant a une perte osseuse. De plus, I’expression des
marqueurs du stress oxydant était augmentée chez les animaux ovariectomisés. L’huile
d’olive vierge enrichie en vitamine D3 permettait de limiter la perte osseuse induite par
I’ovariectomie. Ceci s’explique, au moins partiellement, par une réduction de 1’expression

génique des marqueurs du stress oxydant et de I’inflammation.

1-4- Conclusion

Nos données suggerent un effet protecteur de 1’huile d’olive vierge, source de
polyphénols et vecteur de vitamine D3, sur le métabolisme osseux, en améliorant les statuts

oxydatif et inflammatoire.
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Abstract

As the Mediterranean diet (and particularly olive oil) has been associated with bone
health, we investigated the impact of extra virgin oil as a source of polyphenols on
bone metabolism. In that purpose sham-operated (SH) or ovariectomized (OVX)
mice were subjected to refined or virgin olive oil. Two supplementary OVX groups
were given either refined or virgin olive oil fortified with vitamin D3, to assess the
possible synergistic effects with another liposoluble nutrient. After 30 days of
exposure, bone mineral density and gene expression were evaluated. Consistent
with previous data, ovariectomy was associated with increased bone turnover and
led to impaired bone mass and micro-architecture. The expression of oxidative
stress markers were enhanced as well. Virgin olive oil fortified with vitamin D3
prevented such changes in terms of both bone remodeling and bone mineral
density. The expression of inflammation and oxidative stress mMRNA was also lower
in this group. Overall, our data suggest a protective impact of virgin olive oil as a
source of polyphenols in addition to vitamin D3 on bone metabolism through
improvement of oxidative stress and inflammation.

Introduction

Osteoporosis, defined as “a systemic skeletal disease characterized by low bone
mass and micro-architectural deterioration of bone tissue with a consequent
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increase in bone fragility and susceptibility to fracture” [1], is a leading cause of
morbidity and mortality in the elderly. This is why, with an ageing population
throughout much of the world, improving prevention of such a disease will play a
major role in the sustainability and implementation of good personal and public
health care. In this light, there is a growing interest among the medical scientists in
the search of new strategies, including dietary approaches. Although calcium and
vitamin D have been the primary focus of nutritional prevention, analysis of
ongoing challenges has highlighted that the human diet contains, in addition to
essential macronutrients, a complex array of naturally occurring bioactive
micronutrients that may confer significant long term health benefits, including in
the management of bone health. This issue probably explains the north-south
gradient of fractures in Europe, with a lower incidence in the Mediterranean area
[2—4]. Indeed, Perez-Lopez et al. [5] have highlighted the benefits for bone of the
Mediterranean diet (characterized by a high consumption of plant foods, low to
moderate intakes of fish, poultry, dairy products and wine, a low amount of red
meat, olive oil being the major source of fat, [6]) such a dietary pattern being
thought to be related to the longevity of Mediterranean people. In the European
Prospective Investigation into Cancer and nutrition study, increased adherence to
the Mediterranean diet appears to protect against hip fracture occurrence [7]. In
the same way, varied diets based on Mediterranean diet patterns have been
reported to be positively associated with bone mineral density (BMD) in both pre-
and post-menopausal healthy Spanish women [8]. In a holistic dietary approach,
Kontogianni et al. [9] have shown that adherence to a dietary pattern close to the
Mediterranean diet, i.e., high consumption of fish and olive oil and low red meat
intake, was positively related to bone mass, suggesting potential bone-preserving
properties of this pattern throughout adult life. It is important to know that more
than 200 chemical compounds are found in olive oil, including phenols (20—
500 mg/L), sterols, squalene and tocopherols [10-12], in addition to oleic acid
(C18:1) (55-83%), palmitic acid (C16:0) (7.5-20%) and linoleic acid (C18:2)
(3.5-21%), as stated in the Codex Alimentarius [13]. Even though olive oil
composition varies according to the cultivation area, the cultivar, the harvesting
and storage systems, the ripening degree of the fruits, and the processing practices
[10, 14, 15], scientists have reported that both olives [16] and olive oil [17, 18] can
prevent bone loss in ovariectomized rats or mice [19]. Among olive polyphenols,
oleuropein and hydroxytyrosol may have critical effects on the maintenance of
bone health [17,20-22]. Besides, with regards to fish consumption, it can be a
major source of vitamin D (in addition to a specific content in fatty acids).
Vitamin D deficiency is actually very common worldwide [23-25] and it is
associated with a 77% increased risk of fracture in women with post-menopausal
osteoporosis [26]. The pooled analysis published by Bischoft-Ferrari and
coworkers concluded that high-dose vitamin D supplementation (=800 IU daily)
was somewhat favorable in the prevention of hip fracture and any non-vertebral
fracture in persons 65 years of age or older [27].

As vitamin D is lipophilic, supplementation of a lipid matrix such as olive oil is
feasible and might be of public interest in the management of bone health. This is
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why we investigated the effect of the consumption of olive oil enriched or not with
vitamin D, in the ovariectomized mice as a model of post-menopausal
osteoporosis. Moreover, because the bone sparing effect of the polyphenols from
olive oil has already been highlighted, possible synergy between those
micronutrients and vitamin D was studied and compared to the impact of a
refined olive oil (depleted in polyphenols) fortified with vitamin D or not.

Materials & Methods
Animals

All the experimental procedures were approved by the institution’s animal welfare
committee (Comité d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale Auvergne:
CEMEAA) and were conducted in accordance with the European’s guidelines for
the care and use of laboratory animals (2010- 63UE). All efforts were made to
minimize animal suffering.

Six weeks old female C57BL/6] mice were obtained from Janvier (Le Genest St
Isle, France) and acclimated for 2 weeks under standard laboratory conditions.
They were housed individually, on a 12-h light/dark cycle, in the animal facilities
of the Human Nutrition Unit at INRA Research Center (Agreement no.
C6334514), with free access to both food and water. After the acclimatization
period, the rodents were randomly divided into six groups (n=12/group),
although respecting similar average body weight and composition (QMR
EchoMRI-900TM, Houston, USA) in each experimental group. At 8 weeks of age,
4 groups of mice were bilaterally ovariectomized (OVX) and 2 batches were sham-
operated (SH) under ketamine/xylazine anesthesia, before beginning consump-
tion of the experimental diets (Scientific Animal Food and Engineering (SAFE),
Augy, France). Mice were fed a standard diet modified from the AIN-93G
powdered diet. 10% of the food was given as either refined olive oil (RO) (RO-SH
and RO-OVX groups) or virgin olive oil (VO) (VO-SH and VO-OVX groups).
The polyphenol composition of the virgin and refined olive oil is detailed in
Table 1. Moreover, 2 groups of ovariectomized mice received 5000 IU/kg diet of
vitamin D3 (VD3) (RO-OVX-VD3 and VO-OVX-VD3), VD3 provided in the
other diets being 1000 1U/kg diet. Food was distributed every 2 days and provided
ad libitum. Food consumption, body weight and body composition were regularly
monitored. After 30 days of treatment, blood was collected under anesthesia and
allowed to coagulate for 30 min before separation of serum by centrifugation
(4000 g, 4°C, 10 min). The serum was aliquoted and stored at —80°C until
biochemical analyses were performed. After cervical dislocation, uterus, liver and
spleen were weighted. The two femurs of each animal were harvested: one was
rapidly frozen in nitrogen and stored at —80°C for RNA analysis, the other one
was stored in 10% formaldehyde at 4°C for 5 days before being dried out for
microCT analyses.
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Table 1. Polyphenol composition of the virgin olive oil.

Secoiridoid derivatives

Lignan

Flavonoids

Total

Virgin olive oil Refined olive oil

Phenolic group Phenolic compounds Quantity (mg/kg) Standard deviation Quantity (mg/kg)

Simple phenols

Tyrosol 14.61 0.17 n.d
Hydroxytyrosol 14.15 0.01 n.d
Oleuropein-aglycone di-aldehyde 195.63 0.14 n.d
Oleuropein-aglycone mono-aldehyde 93.55 0.29 n.d
Ligstroside-aglycone di-aldehyde 199.22 0.26 n.d
Pinoresinol 65.73 0.09 n.d
Apigenin 1.16 0.02 n.d
Luteolin 3.21 0.02 n.d
587.26

n.d., not detected.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.t001

Analysis

Phenolic composition analysis

Extraction of phenolic compounds was carried out using one milliliter of syringic
acid (0,015 mg/ml in methanol and used as internal standard) which was added at
2.0 g of olive oil before being evaporated under nitrogen. Then 6 mL of a
methanol/water (80/20) mixture was added and vigorously mixed during 5 min.
To finish, the extraction mixture was centrifuged at 5000 rpm during 25 min. The
phenolic compounds were then quantified using an HPLC system (Agilent 1200
series) equipped with a diode array detector. Separation was performed on a
column Waters Spherisorb ODS-2 (C18; 5 pm; 4.6 mm x 250 mm) using a
ternary gradient elution (water and 0.2% of phosphoric acid; methanol and
acetonitrile). The detection was made at 280 nm and the injection volume was
20 pL.

Bone micro-architecture and bone mineral density analyses

Micro-architecture was investigated using X-ray radiation micro-CT (Viva CT 40,
Scanco Medical, Briittisellen, Switzerland). Scans were performed on the dried
femurs at 55 keV with a 10-um cubic resolution. The secondary spongiosa and
associated cortical bone were scanned within the distal metaphasis. Trabecular
bone volume (BV/TV, %), trabecular number (Tb.N,/mm), trabecular thickness
(Tb.Th, pm), trabecular spacing (Tb.Sp, pm), the degree of anisotropy (DA), and
the structural model index (SMI) were analyzed. Cortical thickness and porosity,
bone surface and area as well as medullary area were determined as well.
Moreover, BMD of the primary spongiosa was determined using an eXplore CT
120 scanner (GE Healthcare, Fairfield, CT). Acquisitions were performed with
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X-ray tube settings at 100 kV and 50 mA. BMD (mg/cc) was estimated as the
mean converted gray-scale level within the region of interest of cortical and
trabecular bone.

Serum Bone Turnover Markers Measurement

Serum PINP (N-terminal propeptide of type I procollagen) levels, a specific and
sensitive marker of bone formation, was measured using a mouse competitive
enzyme immunoassay (EIA) assay (Immunodiagnostic Systems EURL, Paris,
France), according to the manufacturer’s protocol The sensitivity was 0.7 ng/mL.
The intra- and inter-assay precisions were 6.4 and 9.2%, respectively.

Serum CTX-1 (collagen type 1 cross-linked C-telopeptide, a bone resorption
marker) was determined using a mouse-specific enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) (Immunodiagnostic Systems EURL, Paris, France), according to the
manufacturer’s protocol. The detection limit was 2.0 ng/mL. The intra- and inter-
assay variations were 5.6 and 10.5%, respectively.

Tagman Low Density Array

Total RNA from powdered femurs was extracted using TRIzol reagent according
to the protocol provided by the manufacturer (Invitrogen Life technology,
Carlsbad, CA). After validating the RNA quality, high capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems Life technology, Carlsbad, CA) was used to
convert RNA into ¢cDNA. Tagman Low Density Array (TLDA) (Applied
Biosystems Life technology, Carlsbad, CA) was performed on reverse transcription
products, using a 7900 HT Fast Real-Time PCR system (7900HT Fast Real-Time
PCR system.). Gene expression was calculated relative to that of the house-
keeping gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) using the
comparative threshold cycle method (27 AACT)

Sequence references are: Gapdh;Gm12070;Gm10481-Mm03302249_gl1, Trap
(Acp5)-Mm00475698_ml, Alpl-MmO01187117_m1, Ocn (Bglap;Bglap-
rs1;Bglap2)-Mm03413826_mH, Ccl2-Mm00441243_¢1, Collal-
MmO00801666_gl, Comp-Mm00489490_m1, Ctsk-Mm00484036_m1, Esrl-
MmO00433147_m1, 111b-Mm99999061_mH, 116-Mm99999064_m1, Itgb3-
Mm00443980_m1, Lrp5-Mm00493179_m1, Mmp2-Mm01253621_m1, Nos2-
MmO00440488_m1, Pparg-Mm01184322_m1, Sfrp1-Mm03053883_s1, Sost-
Mm03024247_g1, osterix (Sp7)-Mm00504574_m]1, osteopontin (Sppl)-
Mmo00436767_m1, Tlr2-Mm00442346_m1, Tlr4-MmO00445273_m1, Rank
(Tnfrsflla)-MmO00437135_m1, Opg (Tnfrsf11b)-Mm01205928_m1, Rankl
(Tnfsf11)-MmO00441908_m]1.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean + SEM. Homoscedasticity was checked by
Levene’s test and the Grubbs test was used to identify outliers using XLStat
(Addinsoft, Paris, France). Statistical analysis was performed by one-way analysis
of variance (ANOVA) using XLStat. When a significant effect was detected, a post
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hoc Tukey test was applied to locate pairwise differences between conditions. A p
value less than or equal to 0.05 was considered to be statistically significant.

Results

The quality of the experiment was checked, notably castration efficiency was
confirmed by uterine atrophy (p<<0.0001) in the OVX rodents (RO-OVX:
13.0+ 1.4 mg; RO-OVX-VD3:18.4+2.4 mg; VO-OVX: 12.0+ 1.3 mg; VO-OVX-
VD3:12.3 + 2.6 mg), compared to what was observed in the SH animals (RO-SH:
94.8+17.4 mg; VO-SH: 97.0+9.7 mg).

Food consumption

Dietary consumption was evaluated twice during the experiment: 11 days (J11)
then 23 days (J23) after the surgery. While the consumption did not statistically
differ between the groups at J11 mice (3.1340.07), surprisingly at J23, the SH
mice ate significantly more than the OVX (RO-OVX: 3.29+0.12 g; RO-OVX-
VD3:3.11+0.14 g; VO-OVX: 3.22+0.11 g; VO-OVX-VD3:3.09+0.15 g vs RO-
SH: 4.054+0.22 g; VO-SH: 3.64+0.15 g; p<0.001; ANOVA).

Body weight and body composition (Fig. 1)

During the experimental period, mean body weight, as well as lean and fat mass,
increased in all the experimental groups, which is a good indicator of health. At
the end of the investigation, the OVX mice exhibited a higher body weight
(p<<0.0001) than the SH animals (RO-OVX: 21.18 +0.29 g; RO-OVX-
VD3:20.66 £ 0.32 g; VO-OVX: 21.50+0.30 g; VO-OVX-VD3:21.24 +0.09 g vs
RO-SH: 18.60+0.29 g; VO-SH: 18.84+0.19 g) (Fig. 1). With regards to the body
composition analysis, lean mass was significantly (p<<0.0001; ANOVA) increased
in the OVX groups compared to the controls whereas fat mass was similar
between the groups (p>0.05; ANOVA). Therefore, body weight increases in the
OVX groups are likely due to lean mass gain.

Spleen weight

Spleen weight was evaluated as it is a primary indicator of inflammation. As
expected, a splenomegaly was observed in OVX mice (RO-OVX: 71.4+3.2 mg;
RO-OVX-VD3:79.6 + 2.6 mg; VO-OVX: 73.2+2.7 mg; VO-OVX-

VD3:76.1 +4.4 mg vs RO-SH: 57.74+2.2 mg; VO-SH: 51.4+ 1.7 mg; p<<0.0001;
ANOVA)). This parameter was not modified by any of the diet as all the OVX
animals exhibited same values.

Bone parameters (Fig. 2, table 2)

As expected in such an animal model, BMD of the 3 compartments of interest (i.e.
cortical bone, primary and secondary spongiosa) was impaired in all the OVX
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Fig. 1. Mice body weight and composition. Body weight and composition were assessed at the end of the experiment. Values are means + SEM.
*p<<0.05 vs RO-SH, ¥p<0.05 vs VO-SH based on ANOVA analysis with Tukey’s post hoc test. RO, refined olive oil; VO, virgin olive oil; VD3, vitamin D3; SH,
sham operation; OVX, ovariectomy. Following sham operation or ovariectomy, the mice received refined or virgin olive oil for 4 weeks. Two additional groups
of ovariectomized mice were given refined or virgin olive oil enriched with vitamin D3.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.9001

groups (p<<0.0001; p<<0.0001; p=0.0002, respectively; ANOVA) (Fig. 2A). This
goes along with altered micro-architecture, parameters such as marrow area,
porosity and trabecular space being enhanced while cortical thickness, bone area
and volume, as well as trabecular number being decreased compared to what was
measured in the SH mice (Table 2). With regards to the diet effect, quality of olive
oil did not interfere with BMD as both refined or virgin oils were devoid of any
bone sparing effect (VO-OVX and RO-OVX exhibited similar values), regardless
of the site considered (Fig. 2A). However, fortification of the virgin oil with
vitamin D allowed to significantly mitigate cortical bone loss (VO-OVX-VD3,
1128.41 4+7.75 mg/cc; VO-SH, 1145.34+4.76 mg/cc vs VO-OVX,

1095.40+7.27 mg/cc; p=0.022 and p<<0.0001, respectively; ANOVA), and
partially prevent bone loss at the primary spongiosa (intermediate profile between
OVX and SH animals: VO-OVX, 89.51 + 1.37%; VO-OVX-VD3, 93.26 + 1.67%;
VO-SH, 99.11 + 1.63%), while only a trend towards an improvement was
observed at the secondary spongiosa (p=0.022 between VO-SH and VO-OVX-
VD3 groups; ANOVA) (Fig. 2A). On the opposite, fortification of the refined oil
with vitamin D was ineffective. Finally, none of the diets was able to modify any
parameter of micro-architecture.

As far as biomarkers of bone metabolism are concerned, no differences were
observed between the groups consuming RO (Fig. 2B and 2C). For the VO
groups, the bone formation marker (PINP) was increased in the OVX groups
(VO-OVX, 129.91 4 13.08 ng/mL; VO-OVX-VD3, 122.38 +9.90 ng/mL vs VO-
SH, 71.58+4.39 ng/mL; p=0.003 and p=0.031 respectively; ANOVA) (Fig. 2C).
The bone resorption marker (CTX1) was increased in the VO-OVX group as well
and has an intermediate profile in the VO-OVX-VD3 group (VO-OVX,
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Fig. 2. Bone parameters in mice fed with olive oil enriched or not with vitamin D3. Femoral cortical, primary and secondary spongiosa bone mineral
density (A) and serum levels of CTX1 and PINP (B) in mice fed with olive oil enriched or not with vitamin D3.Following sham operation or ovariectomy, the
mice received refined or virgin olive oil for 4 weeks: RO-SH, VO-SH, RO-OVX, VO-OVX. Two additional groups of ovariectomized mice received refined or
virgin olive oil enriched with vitamin D3: RO-OVX-VD3 and VO-OVX-VD3. Values are means + SEM. ANOVA with Tukey’s post hoc test were performed.
*p<0.05 vs RO-SH, ¥p<0.05 vs VO-SH, $p<0.05 vs VO-OVX, £p<0.05 vs RO-OVX-VD3. RO, refined olive oil; VO, virgin olive oil; VD3, vitamin D3; SH,
sham operation; OVX, ovariectomy; BMD, bone mineral density; CTX-1, collagen type 1 cross-linked C-telopeptide; PINP, N-terminal propeptide of type |

procollagen.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.9002

21.4741.98 ng/mL; VO-OVX-VD3, 17.454+1.60 ng/mL vs VO-SH,
14.80+ 1.36 ng/mL; p=0.035 and p>0.05 respectively; ANOVA) (Fig. 2B).

Investigation of molecular changes by a TLDA analysis (Fig. 3)

A TLDA analysis allowed assessing the potential impact of the diets on a number
of genes, in order to understand the involved mechanisms. Forty eight genes were
investigated, therefore only the genes whose expression was different between the
groups are presented. The RO-SH group was used as a reference.

Biological effect of ovariectomy

Consistent with the bone biomarkers data, bone turnover genes were up-regulated
in animals under estrogen deprivation. Indeed, genes representative of bone
formation (osteocalcin (OCN; p=0.0001), osteopontin (OPN; p=0.025), type I
collagen (Collal; p=0.007; ANOVA without the vitamin D3 groups)) (Fig. 3)
and a protease involved in the degradation of several matrix proteins (matrix
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Table 2. Mice femoral secondary spongiosa micro-architecture parameters.

RO-OVX-VD3

VO-OVX-VD3

Marrow Area (mm?) 157+0.09 1.67+0.06 1.76+0.05 1.83+0.08 1.8340.07 1.67+0.06 NS
Bone Area (mm?) 0.85+0.02 0.86+0.01 0.80+0.01°  0.79+0.01*  0.79+0.01% 0.79+0.01* p<0.000-

1
Cortical thickness (um) 142+5 140+3 136+3 131+4 126+4 138+4 NS
Porosity (%) 7544034 7.92+025 860+035  898+049  8.76+0.51 7.60+0.25 NS
Bone Surface (mm?) 0.84+0.02 0.87+0.01 0.85+0.01 0.84+0.01 0.84+0.01 0.83+0.01 NS
SmI 2.80+0.10 279+0.11 298+0.06  3.02+0.07  2.99+0.05 2.92+0.07 NS
BV/TV (%) 8.32+0.84 7.87+0.85 4.88+0.38 4.89+048*  526+0.44% 5.31+0.61* p<0.001
Tb.N (/mm) 2334017 2214018 1.43+0.10%  145+0.12%  151+0.11% 1.47+0.14* p<0.000-

1
Tb.Th (um) 353412 369+12 34.1+0.8 33.3+0.9 34.7+0.8 35.6+0.8 NS
Tb.Sp (um) 405+33 444442  692+46* 708+ 70% 667 +58* 691+ 64* p<0.001
DA 1.49+0.05 1.43+0.02 1.51+0.04 1.47+0.02 1.49+0.02 1.52+0.02 NS

Values are means + SEM. *p<<0.05 vs RO-SH, *p<0.05 vs VO-SH based on ANOVA analysis with Tukey’s post hoc test. RO, refined olive oil; VO, virgin
olive oil; VD3, vitamin D3; SH, sham operation; OVX, ovariectomy, SMI, structural model index; BV/TV, trabecular bone volume; Tb.N, trabecular number;
Tb.Th, trabecular thickness; Tb.Sp, trabecular spacing; DA, degree of anisotropy. Following sham operation or ovariectomy, mice received refined or virgin
olive oil for 4 weeks. Two additional groups of ovariectomized mice received refined or virgin olive oil enriched with vitamin D3.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.t002

metalloproteinase 2 (MMP-2)) (Fig. 4) were enhanced in the OVX rodents,
compared to what was measured in the SH animals (p=0.001;ANOVA without
the vitamin D3 groups). Nevertheless, other osteoclastic markers such as catepsin
K (Ctsk), tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) and B3-integrin (Itg-p3)
stayed unchanged (Fig. 4). Besides, markers of oxidative stress were up-regulated
in the OVX mice (inducible nitric oxide synthase (Nos2; p=0.002; ANOVA
without the vitamin D3 groups)) (Fig. 5). With regards to inflammation

2.50 1
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£
[e)
5 150 B vo-st
5 RO-OVX
[}
%] %
g 1.00 7)), vo-ovx
o 050 RO-OVX-VD3
“9 .
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0.00

ALP OCN OPN Col1a1 osterix Lrp5 Sfrp1 Sost1 Esr1

Fig. 3. Transcript levels of osteoblast metabolism markers in mice femurs. Following sham operation or ovariectomy, the mice received refined or virgin
olive oil for 4 weeks: RO-SH, VO-SH, RO-OVX, VO-OVX. Two additional groups of ovariectomized mice were given refined or virgin olive oil enriched with
vitamin D3: RO-OVX-VD3 and VO-OVX-VD3. Values are means + SEM. ANOVA with Tukey’s post hoc test were performed on the 6 groups (symbols
above histograms), on the 4 groups without vitamin D3 (symbols above the solid line) and on the 4 OVX groups (symbols above the dotted line). *p<0.05 vs
RO-SH, ¥p<0.05 vs VO-SH, #p<0.05 vs RO-OVX, $p<0.05 vs VO-OVX, £p<0.05 vs RO-OVX-VD3. RO, refined olive oil; VO, virgin olive oil; VD3, vitamin
D3; SH, sham operation; OVX, ovariectomy; ALP, alkaline phosphatase; OCN, osteocalcin; OPN, osteopontin; Col1a1, type | collagen; Lrp5, low density
lipoprotein receptor-related protein 5; Sfrp1, secreted frizzled related sequence protein 1; Sost1, sclerostin; Esr1, estrogen receptor 1.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.9003

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0115817 December 31, 2014 9/19






o ®
©-PLOS | one
o Olive Qil and Vitamin D Prevent Osteopenia

1.40 1 R . #
£ +
1204 i s *
FEON (N RS N - TP S R d A RO-SH
g 1001 " B oo
o 0.80
2 RO-OVX
172
[ 7
5 0601 7)), vo-ovx
[0}
3 040 1 RO-OVX-VD3
& VO-OVX-VD3
0.20

0.00 -
TRAP Ctsk Itg-B3 MMP-2 RANK RANKL/OPG

Fig. 4. Transcript levels of osteoclast metabolism markers in mice femurs. Following sham operation or ovariectomy, the mice received refined or virgin
olive oil for 4 weeks: RO-SH, VO-SH, RO-OVX, VO-OVX. Two additional groups of ovariectomized mice were given refined or virgin olive oil enriched with
vitamin D3: RO-OVX-VD3 and VO-OVX-VD3. Values are means + SEM. ANOVA with Tukey’s post hoc test were performed on the 6 groups (symbols
above histograms), on the 4 groups without vitamin D3 (symbols above the solid line) and on the 4 OVX groups (symbols above the dotted line). *p<<0.05 vs
RO-SH, jEp<0.05 vs VO-SH, #p<0.05 vs RO-OVX, $p<0.05 vs VO-OVX, £p<0.05 vs RO-OVX-VD3. RO, refined olive oil; VO, virgin olive oil; VD3, vitamin
D3; SH, sham operation; OVX, ovariectomy; TRAP, tartrate-resistant acid phosphatase; Ctsk, catepsin K; Itg-B3, p3-integrin; MMP-2, matrix
metalloproteinase 2; RANK, Receptor activator of nuclear factor-kappaB (NF-kappaB); RANKL, RANK ligand; OPG, osteoprotegerin.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.9004

pathways, no significant difference could be observed between SH and OVX
animals. It is also noticeable that expression of estrogen receptor 1 (Esrl;
p<<0.0001; ANOVA without the vitamin D3 groups) increased in the OVX
animals compared to what was measured in the SH mice, in both diets (Fig. 3).
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Fig. 5. Transcript levels of oxidative stress and inflammation markers in mice femurs. Following sham operation or ovariectomy, the mice received
refined or virgin olive oil for 4 weeks: RO-SH, VO-SH, RO-OVX, VO-OVX. Two additional groups of ovariectomized mice were given refined or virgin olive oil
enriched with vitamin D3: RO-OVX-VD3 and VO-OVX-VD3. Values are means + SEM. ANOVA with Tukey’s post hoc test were performed on the 6 groups
(symbols above histograms), on the 4 groups without vitamin D3 (symbols above the solid line) and on the 4 OVX groups (symbols above the dotted line).
*p<0.05 vs RO-SH, *p<0.05 vs VO-SH, #p<0.05 vs RO-OVX, $p<0.05 vs VO-OVX, £p<0.05 vs RO-OVX-VD3. RO, refined olive oil; VO, virgin olive oil;
VD3, vitamin D3; SH, sham operation; OVX, ovariectomy; IL-1p, interleukin-18; IL-6, interleukin-6; CCI2, chemokine (C-C motif) ligand 2; TIr2, toll like
receptor 2; TIr4, toll like receptor 4; Nos2, nitric oxide synthase.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.9005
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Comparison of gene expression according to the quality of olive oil (RO vs VO)
in the diet

As far as bone formation is concerned, osteoblast genes were not differently
expressed in the SH rodents, whether olive oil was refined or not. In OVX
animals, low density lipoprotein receptor-related protein 5 (Lrp5), a receptor by
which the Wnt/B-catenin signal is transduced, was less expressed in those that
were given the virgin oil (p=0.001; ANOVA without the vitamin D3 groups)
(Fig. 3). Regarding osteoclast genes, no significant effect of the diet could be
detected (Fig. 4). In the same way, no major effect was elicited on genes involved
in both inflammation and oxidative processes (Fig. 5).

Synergistic effects of vitamin D and olive oil to mitigate bone loss in OVX mice
With regards to gene expression in the mice that have been given the refined oil,
the only differences that were observed target OCN, secreted frizzled related
sequence protein 1 (Sfrpl) and Esrl genes (Fig. 3). Those genes were over-
expressed in the RO-OVX-VD3 group compared to the RO-SH mice, but were
not different from those in RO-OVX animals.

In the case of the virgin oil, fortification with vitamin D was associated to a
correction of the expression of Esrl gene (similar values in both VO-SH and VO-
OVX-VD3, while the expression was higher in VO-OVX than in VO-SH) (Fig. 3).
Alkaline phosphatase (ALP), Lrp5 and sclerostin (Sostl) signals were significantly
reduced and there was a tendency for a reduction of osterix expression in the VO-
OVX-VD3 vs the RO-OVX-VD3 group (p=0.058; ANOVA in the OVX groups).
Actually, consistently with the BMD data, the major effect targeted osteoclast
genes, i.e. resorption. Indeed, the expression of TRAP, Ctsk, Itg-$3 and Receptor
activator of nuclear factor-kappaB (NF-kappaB) (RANK) was down regulated by
virgin olive oil and vitamin D (p=0.0004; p=0.001; p=0.002; p=0.003
respectively; ANOVA in the OVX groups), compared to what was observed in
RO-OVX-VD3 mice (Fig. 4). The decreased expression of RANK was associated
with a similar RANK ligand (RANKL) to osteoprotegerin (OPG) ratio.
Interestingly, cartilage oligomeric matrix protein (COMP, thrombospondin 5)
was significantly down regulated in VO-OVX-VD3 as compared to VO-OVX, but
not statistically different from the level in VO-SH animals, elevated COMP levels
in serum being found to be predictive of developing joint destruction in
osteoarthritis (RO-SH: 1.00+0.10; RO-OVX: 1.324+0.15; RO-OVX-
VD3:1.42+0.10; VO-SH: 1.06+0.09; VO-OVX: 1.26+0.07; VO-OVX-
VD3:0.79 +0.09; p=0.0003; ANOVA in the 6 groups). Finally, PPAR expression, a
marker for adipogenesis, was not significantly different between the experimental
groups (RO-SH: 1.00+0.09; RO-OVX: 1.574+0.13; RO-OVX-VD3:1.50 + 0.12;
VO-SH: 1.2940.12; VO-OVX: 1.3440.10; VO-OVX-VD3:1.26 £ 0.15; p=0.061;
ANOVA in the 6 groups). Moreover, genes involved in inflammation such as IL-
1B, IL-6 were significantly decreased in VO-OVX-VD3, compared to the level in
VO-SH group (Fig. 5). Compared to the refined oil OVX groups, chemokine (C-
C motif) ligand 2 (CCI2), Toll like receptors 2 (Tlr2) and Tlr4 were down
regulated in the VO-OVX-VD3 mice (p=0.001; p<<0.0001; p=0.001 respectively;
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ANOVA in the OVX groups). Finally, Nos2 expression (a marker of oxidative
stress) in this test group was not different from that in VO-SH rodents, but
significantly lower than in VO-OVX (p<<0.0001; ANOVA in the 6 groups)

(Fig. 5).

Discussion

Broad-based preventive strategies designed to lower the risk of osteoporosis need
to be implemented. This is why the concept of a healthy diet providing adequate
amounts of various micronutrients deserves mention. Actually, within Europe,
conspicuous differences is encountered in the severity of osteoporosis, the lowest
incidence being reported in the Mediterranean area [3], where olive oil
consumption is high, as well as sun shining for vitamin D. Our results, using an
extensively valued model that is sensitive to various inhibitors of bone resorption
used clinically [28], show that virgin olive oil exhibited synergistic bone sparing

effect with vitamin D.

Scientific value of the experimental protocol

The ovariectomized rodent is, by far, the most widely used animal model for post-
menopausal osteoporosis. Actually, characteristics of skeletal physiology in the
murine model share similarities with those of early post-menopausal women, in
many respects. These include: increase rate of bone turnover with resorption
exceeding formation, greater loss of cancellous than cortical bone; and similar
skeletal response to various stimuli.

In the present study, as expected and previously shown [29], ovariectomy
(confirmed by uterine atrophy) was associated with impaired femoral BMD,
whatever the compartment (cortical bone, primary and secondary spongiosa).
Comparative results, i.e. 4% reduction in the femoral cortical BMD with
ovariectomy, were found on a similar model: 12 weeks-old C57Bl/6 ovariecto-
mized for 4 weeks, in which mice were subjected to a standard diet [30]. This was
consistent with the micro-architectural data, as indicated by raised marrow area,
porosity and trabecular space, while bone area/volume, cortical thickness and
trabeculae number were diminished, compared to what was observed in the SH
animals. Moreover bone remodeling was accelerated in ovariectomized rats
consuming virgin olive oil (increased bone biomarkers). This was corroborated by
mechanistic analysis, genes involved in bone turnover being up-regulated by
estrogen deprivation, as well. This increased bone remodeling, with resorption
exceeding formation following ovariectomy, is well described in the literature
[28, 31]. Ovarian ablation was also associated with an enhanced oxidative stress, as
shown by over expression of Nos2. Estrogen deficiency is known to decrease
defense against oxidative stress, which leads to bone loss [32—-34]. Indeed, the
Nos2 promoter has been shown to be under negative estrogen control [35]. This is
why a stimulation of nitric oxide production by Nos2 was reported in an
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experimental OVX animal model and was associated with a 320% higher
osteoblast apoptosis [36,37]. In a clinical trial, F2-isoprostane levels, a marker of
oxidative stress, have been negatively associated with BMD [38]. On the opposite,
in OVX rats, osteopenia can be prevented by administration of a selective
inhibitor of COX-2 [39]. Regarding inflammation, in the present study,
ovariectomy did not elicit any significant effect on the genes involved in such a
biological process, even though a splenomegaly was observed. As a matter of fact,
conflicting data have been published. TGF-B1 mRNA and proteins expression
levels have been reported to be significantly decreased in OVX rats compared to
sham rats [40-42], while a significant increase in IL-1-IL-6 was observed in
women with total hysterectomy and oophorectomy [43]. This was prevented in
patients treated with estrogen and in those treated with estrogens and
medroxyprogesteron.

Effect of olive oil

Olive oil, whether it was refined (depleted in polyphenols) or not, was not able to
prevent the increase in body weight observed in the OVX mice. This is consistent
with previous data published by our team showing that neither olive oil nor
oleuropein could modify this parameter in OVX rats [17,21].

With regards to bone health, BMD was not significantly different in the OVX
mice whether they were submitted to virgin or refined olive oil consumption. In
other words, olive oil, when given alone, was not efficient to prevent OVX-
induced osteopenia. This was consistent with the lack of significant difference in
both CTX1 and OCN serum levels between those two groups. Consistently with
our data, Puel et al. [17,21] failed to see a bone sparing effect of oleuropein,
olives, and olive oil. They provided evidence of efficiency of such nutrients and
foods in OVX rats only when inflammation was exacerbated. The recent study
conducted by Keiler et al. [44] in which a similar amount of polyphenols (10 mg/
kg body weight) was evaluated corroborates our data as well. On the contrary,
according to Hagiwara et al. [19] and Saleh and Saleh [18], oleuropein,
hydroxytyrosol and olive oil, respectively, but not tyrosol were found to limit
trabecular but not cortical bone loss induced by ovariectomy. As a matter of fact,
Saleh and Saleh [18] found a positive impact of polyphenols by giving twice our
and Keiler’s dose (i.e. 20 mg/kg body weight). Finally, in elderly men at high
cardiovascular risk, a Mediterranean-type diet enriched with olive oil was
associated with increased osteocalcin and PINP serum levels [45].

Virgin olive oil and vitamin D3 act synergistically to prevent
osteopenia on OVX mice

Ovariectomy-induced bone loss was prevented (both at the cortical and trabecular
levels) by the combination of virgin olive oil and vitamin D3, but not by virgin
olive oil alone, or even by refined olive oil and vitamin D. Therefore, our data

support the idea that the beneficial impact of the Mediterranean diet involves, at
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least in part, olive oil. This food combination could be part of a strategy to
restrain the development of osteoporosis and such a beneficial effect could be
explained by exacerbation of the polyphenol-bone sparing properties thanks to
vitamin D. Even though the impact of olive oil could be attributed to its fatty
acids [46,47], the lack of effect of the refined oil allows avoiding this hypothesis
and polyphenols are thought to be at the origin of olive oil beneficial impact on
bone [48]. We should not exclude the contribution of other micronutrients, such
as, for example, tocopherols that are known to be decreased by refining.

In the present case, the combination of virgin olive oil and vitamin D3 indeed
slowed down the ovariectomy-accelerated bone turnover. Moreover, transcrip-
tomic analyses showed that osteoblastic and osteoclastic markers were down-
regulated in VO-OVX-VD3 mice compared to the other OVX groups (Fig. 6).
Therefore, bone turnover was likely to be slowed down in this group and this led
to a higher primary spongiosa and cortical BMD. Oleuropein, the major olive oil
polyphenol, has previously been shown to stimulate osteoblastogenesis in vitro by
increasing the expression of Runx2, osterix, ALP and Collal in mesenchymal
stem cells, while adipogenesis was inhibited [22]. Besides, Hagiwara et al. [19]
showed that oleuropein can increase calcium deposition by osteoblasts, and
oleuropein, hydroxytyrosol and tyrosol can reduce osteoclastogenesis. On another
hand, 10,25-dihydroxyvitamin D3 has been shown to directly enhance osteoblasts
mineralization [49]. Recent meta-analysis showed that vitamin D in addition to
calcium can reduce the risk of hip fracture [27,50].

The bone sparing effect observed in the animals that were given the
combination of virgin olive oil and vitamin D was concomitant with decreased
oxidative stress and inflammation gene expressions. Bone metabolism is impaired
in the presence of an excess of reactive oxygen species, which leads to bone loss
[37,51]. The Mediterranean diet has been shown to decrease the incidence of
oxidative stress which is implicated in the evolution of many diseases [52].
Moreover, polyphenols are known to have an anti-oxidant impact [53-55]. As a
matter of fact, extra virgin olive oil and black Luckes olives were found to
counteract the increased oxidative stress induced by estrogen deficiency [16, 18].
In rats which were subjected to virgin olive oil, oxidative stress parameters have
been shown to be decreased in brain, skeletal muscle and cardiac muscle as well
[56-58]. The capacity of olive oil polyphenols to decrease the expression of COX-
2 and Nos2 has been described in different cell types [59-65].

Regarding inflammation, virgin olive oil enriched with polyphenols has been
shown to exhibit protective effects in two models of inflammation [53]. Puel et al.
[16,17,20,21] also demonstrated that olives, olive oil, oleuropein, hydroxytyrosol
and tyrosol can prevent bone loss in an inflammation model of ovariectomized
rats and this was partly explained by lower plasma fibrinogen and al-acid
glycoprotein levels. It has been proposed that the anti-inflammatory impact of
extra virgin olive oil could act through the NF-kappaB pathway [66].
Unfortunately, we were unable to test this gene. Our transciptomic analyses
showed a protective impact of virgin olive oil associated with vitamin D3
compared to refined olive oil associated with vitamin D3 on the following markers
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Osteoclast

Inflammation and oxidative stress

Fig. 6. Schematic representation of the bone sparing effect of virgin olive oil enriched with vitamin D3. The effect of ovariectomy is represented by
dotted boxes, the arrow (before the gene name), showing the modification of gene expression. The effect of virgin olive oil and vitamin D3 is represented by
the grey boxes, the arrow (after the gene name) showing the impact on gene expression. The arrows between the genes outline regulation pathways. ALP,
alkaline phosphatase; CCI2, chemokine (C-C motif) ligand 2; Col1a1, type | collagen; Ctsk, catepsin K; Esr1, estrogen receptor 1; IL-1p, interleukin-1p; IL-6,
interleukin-6; Itg-B3, P3-integrin; Lrp5, low density lipoprotein receptor-related protein 5; MMP-2, matrix metalloproteinase 2; Nos2, nitric oxide synthase;
OCN, osteocalcin; OPN, osteopontin; Sost1, sclerostin; TIr2, toll like receptor 2; Tir4, toll like receptor 4; TRAP, tartrate-resistant acid phosphatase.

doi:10.1371/journal.pone.0115817.9006

for both oxidative stress and inflammation: Nos2, IL-6, CCI2, TIr2 and Tlr4. In
the same way, in the human study published by Fito et al. [67], IL-6 was decreased
in the volunteers consuming virgin olive oil compared to refined olive oil.

In conclusion, our study shows that virgin olive oil fortified with vitamin D3 is
able to counteract the bone loss induced by estrogen deprivation. Such a bone
sparing effect could be explained by an improvement of both inflammation status
and oxidative stress. Thus, although further data are required, virgin olive oil
fortified with vitamin D might be a potential nutritional alternative for
osteoporosis prevention.
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3- Résultats pré-cliniques complémentaires

3-1- Matériel et méthodes

La publication de résultats porte sur 6 lots de souris (lots 4 a 9), or cette
expérimentation animale a été menée sur 12 lots (Tableau 7). Les souris ont été pseudo-
opérées (SH) ou ovariectomisées (OVX) puis soumises a un régime contenant 10%
d’huile de mais (HM), d’huile d’olive raffinee (RO), d’huile d’olive vierge (VO), ou d’huile
de poisson (HP). Pour chaque huile, un lot supplémentaire de souris OVX a été supplémenté

en vitamine D (vitD).

Huile de  Huile d'olive Huile d'olive  Huile de

Lot OVX mais raffinée vierge poisson vtturlt_lmc D
(HM) (HO raff) (HO V) (HP) (vitD)

1 HM, 5H ¥

2 HM, OVX X X

3 HM + vith, OVX X X X

4  HO, SH X

5  HOraff, OVX X X

6 HO raff + vitD, OVX X X X

7 HO raff, SH X

8 HOV,0VX X X

9 HOV +vitD, OVX X X X

10 HP, SH X

11 HP,OVX X <

12 HP + vitD, OVX ¥ X X

Tableau 7 : Caractéristiques des différents lots de souris.
SH, pseudo-opération ; OVX, ovariectomie ; HM, huile de mais ; HO raff, huile d’olive raffinée ; HO V, huile
d’olive vierge ; HP, huile de poisson ; vitD, vitamine D.

Le poids, la composition corporelle et la consommation alimentaire ont été
régulierement mesurés tout au long des 30 jours de mise sous régime (Figure 52). Apres
prélevement du sang, les muscles des pattes arrieres (tibialis anterior, gastrocnemius et
plantaris) ont été récupérés, pesés puis stockés a -80°C. Un fémur a été rapidement congelé
dans I’azote puis stocké a -80°C pour des analyses d’expression des genes alors que le second
a été conserve dans du formaldéhyde 10% a 4°C pendant 5 jours avant d’étre séché a I’air

libre pour analyses au microCT. L’utérus, le foie et la rate ont été pesés.
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3-2- Résultats
3-2-1- Evolution du poids des animaux et de la composition corporelle

Les lots de souris étaient équivalents en termes de poids au début de
I’expérimentation. Tous les animaux ont pris du poids au cours du mois de supplémentation
mais les souris OVX en ont pris significativement plus que leur contrdle respectif (lot SH
ayant consommé la méme huile) (Figure 53). Ce phénomene était d’ailleurs exacerbé chez les

souris ayant consommé de I’huile de poisson.

3-2-2- Composition corporelle

Les résultats sont exprimés sous forme de différences de masse grasse et de masse
maigre entre les mesures de composition corporelle effectuées 3 jours avant (J-3) et 25 jours
apres ’OVX (J25).

En raison de la forte variabilité interindividuelle, aucune différence statistique entre les
lots en ce qui concerne la masse grasse, n’était obtenue (Figure 54A). Pour les souris ayant
consommé de I’huile d’olive raffinée, de 1’huile d’olive vierge ou de I’huile de poisson, la
masse maigre était significativement augmentée chez les animaux OVX (soumis ou non a la
vitD), comparé aux lots SH correspondants (Figure 54B). Pour I’huile de mais, cette
augmentation significative de la masse maigre par rapport au controle n’était observée que

pour les souris ovariectomisées supplémentées en vitD (HM + vitD, OVX).

3-2-3- Consommation des régimes

A J11, les quantités de croquettes consommées dans les différents groupes
expérimentaux étaient équivalentes (Tableau 8). A J23, les souris pseudo-opérées soumises a
I’huile d’olive vierge (HO V, SH) ont consommé significativement plus que certains lots de
souris OVX.

Le calcul du rapport gain de poids corporel sur la consommation permettait de mettre
en évidence que la prise de poids par quantité de nourriture ingérée était plus importante chez

les animaux OVX (Tableau 8).

3-2-4- Poids des organes

3-2-4-1- Poids de l’utérus
Les poids des utérus des souris OVX étaient significativement plus faibles que ceux

des animaux SH (Figure 55).
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Figure 58 : Poids des muscles et poids des muscles rapportés au poids corporel.

(A) Poids des muscles et (B) poids des muscles rapportés au poids corporel des souris SH ou OVX soumises a de
I’huile de mais, de 1’huile d’olive raffinée, de I’huile d’olive vierge ou de I’huile de poisson enrichies ou non en
vitamine D3. Les résultats sont exprimés en tant que moyenne = SEM. Deux groupes sont significativement
différents s’ils n’ont aucune lettre en commun (p<0,05).



3-2-4-2-  Poids du foie

Les lots OVX étaient similaires au lot SH correspondant (Figure 56). De plus, le poids
du foie était équivalent entre les lots de souris soumis a I’huile de mais, 1’huile d’olive
raffinée ou I’huile d’olive vierge. Le poids du foie des souris ayant consommé de 1’huile de

poisson étaient supérieurs a celui des animaux ayant recu de 1’huile de mais si I’on compare

les lots SH, OVX et OVX + vitD entre eux.

3-2-4-3- Poids de la rate

Le poids de la rate était augmenté de facon significative avec I’OVX sauf en ce qui
concerne le lot huile d’olive raffinée (HO raff, OVX) (Figure 57). Cette splénomégalie était
renforcée par la consommation d’HP chez les tous individus (HP, SH ; HP, OVX et HP +
vitD, OVX).

3-2-4-4-  Poids des muscles

Les lots étaient globalement équivalents en termes de poids des muscles (Figure 58A).
Deux résultats intéressants sont a souligner : le poids des muscles du lot d’animaux OVX
soumis a I’huile raffinée supplémentée en vitD (HO raff + vitD, OVX) était significativement
plus important que ceux du lot SH correspondant (HO raff, SH) (p=0,026). De plus, le
parametre tendait a augmenter dans le lot de souris OVX ayant consommé de I’huile de
poisson (HP, OVX) par rapport au lot pseudo-opéré correspondant (HP, SH) (p=0,059).

Lorsque le poids des muscles €était rapporté au poids corporel, les différences entre les

lots s’annulaient (p=0,047 entre les lots HM + vitD, OVX et HP + vitD, OVX) (Figure 58B).

3-2-5- Les parametres osseux

3-2-5-1- Densité minérale osseuse

Comme attendu, la BMD était diminuée significativement par ’'OVX (p<0.0001)
(Figure 59). Aucun effet significatif des huiles seules que ce soit sur les animaux SH ou OVX
n’était mis en évidence. Cependant, I’addition de vitD a I’huile d’olive vierge ou a 1’huile de
poisson permettait de réduire la perte osseuse. Ainsi, la BMD des lots HO V + vitD, OVX et
HP + vitD, OVX avait un profil intermédiaire en n’étant pas différente significativement des

autres lots OVX et du lot SH correspondant.
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Figure 59 : Densité minérale osseuse de I’os trabéculaire du fémur de souris.
Les résultats sont exprimés en tant que moyenne + SEM. Deux groupes sont significativement différents s’ils
n’ont aucune lettre en commun (p<0,05).
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Figure 60 : Concentrations sériques des marqueurs du turnover osseux.

(A) CTXI1 et (B) PINP Les résultats sont exprimés en tant que moyenne * SEM. Deux groupes sont
significativement différents s’ils n’ont aucune lettre en commun (p<0,05). PINP, N-terminal propeptide of type I
procollagen; CTX1, C-telopeptide du collagene de type 1.



3-2-5-2- Dosages sériques

Les dosages sériques ont été effectués sur des animaux des 9 premiers lots uniquement
(pas sur les lots huile de poisson). Il n’y avait pas de différence significative entre les lots en
ce qui concerne le dosage du marqueur de la résorption osseuse (CTX1) (Figure 60). Il existe
cependant une tendance pour une plus forte résorption osseuse dans le lot HM + vitD, OVX
par rapport au lot HO V, SH (p=0,072). Le dosage du marqueur PINP permettait de mettre en

évidence une augmentation de la formation osseuse chez les individus OVX.

3-3- Discussion

La pesée des utérus permettait de valider le modele de castration, comme décrit dans
la littérature (Modder, Riggs et al. 2004). De plus, le poids corporel était augmenté chez les
animaux ovariectomisés, résultat classiquement décrit dans la littérature (Rogers, Perfield et
al. 2009). Ce phénomene était associé a une diminution de la dépense énergétique mise en
évidence par le calcul du rapport gain de poids sur consommation, ce qui est conforme aux
données de la littérature (Rogers, Perfield et al. 2009).

Selon les données de composition corporelle, la prise de poids chez les souris
ovariectomisées semblait etre due a 1’évolution de la masse maigre. Ceci est a mettre en
relation avec l'augmentation du poids des muscles dans certains groupes de souris
ovariectomisées (huile raffinée + vitD, OVX et huile de poisson, OVX). Les résultats relatifs
a I’évolution pondérale des muscles étaient comparables aux observations faites dans
I’expérimentation animale sur le modele de la rate ovariectomisée (augmentation du poids des
muscles qui s’annulait lorsqu’il était rapporté au poids corporel), mais de facon moins
significative. Cette différence pourrait étre due a la durée plus courte de 1’ovariectomie. En
effet, il est possible que les altérations au niveau musculaire fussent une réponse a I’altération
osseuse pour limiter la force musculaire appliquée a un os fragilisé, et donc un effet plus
tardif. De plus, le modele souris conduisait a une moindre altération osseuse par rapport au
rat, qui pourrait aussi expliquer une atteinte plus faible du compartiment musculaire. Cette
hypothese est basée sur I’interconnexion des tissus osseux et musculaires. Il est important de
souligner qu'un groupe de muscles était ciblé dans 1’expérimentation souris, alors qu’un seul
muscle était étudié dans 1I’expérimentation rat. Ceci pouvait atténuer les effets spécifiques a
certains muscles. De plus et de la méme facon que pour les rats, lorsque 1’on rapporte le poids
des muscles au poids corporel, les différences entre les lots s’annulaient. L.’ augmentation du

poids des muscles pourrait donc étre une réponse a I’évolution pondérale globale.
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Le poids du foie était augmenté chez les animaux ayant consommé 1’huile de poisson
par rapport a ceux ayant recu I’huile de mais, et ce indépendamment de 1’ovariectomie.
Pourtant, dans la littérature, 1’huile de poisson est plutot associée a un effet hépato-protecteur
pouvant méme se traduire par une réduction du poids du foie (Valenzuela, Espinosa et al.
2012). Les huiles de poisson ayant des compositions tres diversifiées, il est tout a fait
envisageable que les effets métaboliques different. Il est possible que dans notre modele il y
ait eu une infiltration lipidique ou une fibrose hépatique a I’origine de 1’augmentation du
poids du foie.

L’ovariectomie entrainait une augmentation du poids de la rate (reflete
I’inflammation), résultat préalablement décrit dans la littérature (Edwards, Bain et al. 1992;
Nandedkar 1992). De fagon inattendue, dans la présente étude, la consommation d’huile de
poisson induisait aussi une splénomégalie, qui s’additionnait aux effets de I’ovariectomie.

De fagon tres intéressante, I’huile de poisson enrichie en vitamine D3 permettait de
limiter la perte osseuse due a 1’ovariectomie, tout comme 1’huile d’olive vierge associée a la
vitamine D3 (qui a fait I’objet de la seconde publication). Ce résultat est en accord avec des
publications précédentes chez la souris ovariectomisée (Sun, Krishnan et al. 2003) ou non
(Bonnet and Ferrari 2011). Ce résultat renforce 1’idée que c’est la forte consommation d’huile
d’olive et de poisson et le bon statut en vitamine D qui permettent, au moins en partie, de
limiter la prévalence de 1’ostéoporose et des fractures (Benetou, Orfanos et al. 2013; Rivas,

Romero et al. 2013).

3-4- Conclusions et perspectives

Cette expérimentation animale a permis de mettre en évidence un effet protecteur de
I’huile d’olive vierge associée a la vitamine D3 sur la perte osseuse induite par I’ovariectomie.
L’huile de poisson enrichie en vitamine D3 prévenait aussi ce processus d’ostéopénie
consécutif a I’ablation des ovaires, toutefois associée a une splénomégalie et a une
augmentation du poids du foie. Les mécanismes impliqués restent inexpliqués.

Les observations faites sur les poids des muscles étant similaires a ce qui était mis en
évidence chez le rat, les échantillons prélevés seront analysés pour poursuivre les
investigations concernant I’impact de la perte hormonale sur la fonction musculaire et le lien
entre les tissus osseux et musculaires au cours de la ménopause. En effet, la mise en évidence
de la prise de masse musculaire avec 1’ovariectomie sur deux modeles animaux différents

(race murine, durée expérimentale, qualité des régimes alimentaires en terme de contenu
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calcique notamment) renforce 1’idée que le tissu musculaire est altéré en réponse a la perte
osseuse pour limiter la force appliqué a un os fragilisé, et donc d’une interconnexion entre les

deux tissus.

134






Etude Clinique

Seuls le protocole et I’évolution des recrutements seront présentés dans ce manuscrit,

les derniéres inclusions ayant eu lieu en juillet 2014.

1- Objectif et autorisations

L’objectif principal était d’obtenir des preuves de recherche clinique de 1’efficacité de
la consommation d’huile d’olive riche en polyphénols et une éventuelle synergie avec la
vitamine D et le DHA sur la fonction locomotrice. Pour cela, une étude clinique en double
aveugle sur 150 sujets répartis sur les centres de Clermont-Ferrand et de Marseille a été mise
en place. Ainsi, la consommation quotidienne pendant 9 mois, de 20 mL d’huile d’olive
raffinée, d’huile d’olive vierge riche en polyphénols ou d’huile d’olive vierge riche en

polyphénols enrichie en vitamine D3 et en DHA a été évaluée sur 3 groupes de 50 personnes.

Les autorisations du Comité de Protection des Personnes (CPP) et de I’ANSM ont été
obtenues respectivement le 06 avril 2012 et le 27 novembre 2012. Au cours de I’étude,
différents amendements ont été déposés et validés par le CPP les 05 octobre 2012 et 01 février
2013. La suppression des cinétiques et leur remplacement par une étude métabolomique a fait
I’objet d’une demande d’autorisation auprés des 2 entités, qui ont été obtenues le 06

septembre 2013 et le 12 septembre 2013, respectivement.

2- Protocole expérimental

2-1- Protocole

2-1-1- Les aliments tests

2-1-1-1- Les dosettes d’huile d’olive

L’huile d’olive vierge a été produite fin 2011 par la société Patano (Bari, Italie). Six
fats de 200 kg ont ét¢ commandés parmi lesquels 2 ont été raffinés par I'ITERG pendant la
semaine du 16 au 20 juillet 2012 (Pessac, France). La semaine suivante, le mélange de 1’huile
vierge enrichie a ¢été réalisé. Pour cela, 17,5 kg de Marinol D-40 (Stepan, Maywood, USA)
contenant 340 mg/g de DHA ainsi que 3,3 g de vitamine D3 1.0 million Ul/g (soit 82 500 pg)
(BASF, Ludwigshafen, Germany) ont été ajoutés a 286,5 kg d’huile d’olive vierge extra. Des

135






échantillons de chaque huile ont été prélevés pour analyses (acides gras, tocophérols, vitamine
D, polyphénols, contaminants et pesticides) par I'ITERG. La mise en dosettes de 20 mL et le
conditionnement en boites de 30 dosettes ont été effectués par la société Miniberia (Jerez,
Espagne) les 2 et 3 octobre 2012. 387 boites de dosettes (soit 129 boites par lot) ont été livrées
a 'INRA de Theix, le méme nombre de boites ont été livré au Centre de Recherche en
Nutrition Humaine (CRNH) d’Auvergne et 777 boites (soit 259 par lot) a Marseille. Dés
réception, les boites ont été réétiquetées conformément aux données de randomisation puis
stockées a -20°C. Dix boites d’huile par volontaire ont été prévues. Apres distribution aupres
des volontaires, celles-ci avaient pour consigne de les conserver a -20°C sauf pour la boite en

cours de consommation qui devait étre gardée a température ambiante.

2-1-1-2- Les comprimés de calcium

Des comprimés de 400 mg de calcium ont été¢ donnés aux volontaires a raison d’un
comprimé par jour pour que toutes les volontaires aient un statut suffisant en calcium et que
ce dernier ne soit pas limitant pour I’effet des molécules testées. Les comprimés de calcium

ont ¢été fabriqués par le laboratoire LPH (3iNature, Saint-Bonnet-de-Rochefort, France).

2-1-2- Le cahier d’observation
Toutes les données collectées au cours de cette étude ont été répertoriées dans des
cahiers d’observation électroniques sous le logiciel Research Electronic Data Capture

(REDCap) (Vanderbilt University, Nashville, USA).

2-2- Recrutement des volontaires

2-2-1- Les critéres d’inclusion et d’exclusion
2-2-1-1- Critéres d’inclusion
Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

Sexe féminin

Ethnie caucasienne

Femmes ne prenant pas de (THS) depuis au moins 1 an

Femmes ayant plus de 7 ans de ménopause, ou étant agées de 57 ans a 80 ans, valeurs
extrémes incluses

IMC compris entre 21 et 30 kg/m?, valeurs extrémes incluses

Bilan hépatique et rénal normal

Sujet considéré comme sain sur 1’examen clinique et I’interrogatoire médical
Sérologies virus d'immunodéficience humaine (VIH), hépatite C négatives

ASANENRN

ANER NI NERN
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v’ Sujet acceptant I’inscription au fichier national des volontaires qui se prétent a des
recherches biomédicales,

v’ Sujet acceptant [’utilisation d’une codification anonyme y compris dans les
publications scientifiques, ainsi que la confidentialité des résultats

v' Personne assujettie a un régime de sécurité sociale

v' Sujet ayant signé la fiche d’information, apte a donner son consentement éclairé.

2-2-1-2- Critéres d’exclusion
Les critéres d’exclusion liés a I’alimentation et a ’hygiéne de vie étaient :

v' Régime alimentaire végétarien, végétalien

v" Sujet suivant un régime hypocalorique, ou ayant suivi un régime hypocalorique dans
les 3 derniers mois, ou ayant eu une variation pondérale supérieure ou égale a 5 kg en
3 mois, ou supérieure ou égale a 10 kg en 6 mois

v' Régime alimentaire en cours autre que végétarien, végétalien ou hypocalorique, jugé
incompatible avec 1’étude par I’investigateur ou la diététicienne

v Antécédents d’anorexie mentale, boulimie ou trouble du comportement alimentaire

v' Consommation réguliére de compléments alimentaires et vitaminiques et refusant
d’arréter la prise durant 1’é¢tude. (En cas d’arrét de ces compléments il est préconisé un
délai de 3 mois minimum avant le début de 1’étude)

V" Sujet refusant ou jugé inapte a suivre les consignes diététiques de 1’étude

v Immobilisation prolongée ou incapacité physique

v Tabagisme excessif (>1 paquet/j) avec changement des habitudes durant les 2 derniers
mois

v' Consommation excessive d’alcool (>14 verres/semaine)

v’ Sportive de haut niveau (>5 heures/semaine).

Les criteéres d’exclusion liés a la biologie et physiopathologie étaient :

v’ Sujet ayant subi une intervention chirurgicale ou souffrant d’une affection chronique
sévere jugée incompatible avec la réalisation et les objectifs de 1’étude par
I’investigateur, telle que: cancer, insuffisance rénale, insuffisance cardiaque,
insuffisance respiratoire chronique, maladie inflammatoire chronique digestive,
articulaire ou autre, sarcoidose, ostéoporose (T score < -2.5), maladie de Paget,
maladie de Cushing, troubles thrombo-emboliques, dysthyroidie non équilibrée

v' Traitements médicamenteux pris de fagon chronique : THS, calcitonine, statines et
autres hypolipémiants (fibrates, acides gras oméga 3, acide nicotinique), corticoides,
tibolone, biphosphonates, dehydroepiandrostéron (DHEA), modulateurs sélectifs des
récepteurs aux estrogénes (SERM), ranélate de strontium, anti-inflammatoires,
vitamine D, anticoagulants

v/ Statut en vitamine D (25(OH)D) supérieur ou égal a 100 nmoles/L

v" CRP>10 mg/L.
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Les autres critéres d’exclusion étaient :

v’ Sujet inapte a suivre une étude de longue durée

v Sujet participant a une autre recherche biomédicale ou en période d’exclusion d’une
précédente recherche

v’ Sujet ayant percu, au cours des 12 derniers mois, des indemnités dans le cadre d’une
recherche biomédicale d’un montant total égal a 4500 euros

v’ Sujet présentant une incapacité psychique ou linguistique de signer le consentement
éclairé

v’ Sujet refusant de donner son consentement écrit

v' Sujet privé de liberté par décision administrative ou judiciaire, sous tutelle ou
curatelle.

2-2-2- Organisation du recrutement

La voie mediatique a été privilégiée pour le recrutement des volontaires : 2 annonces
ont été publiées dans le journal La Montagne le dimanche 16 septembre 2012 et le mercredi 2
avril 2014 et une annonce a été diffusée au journal télevisé de France 3 Auvergne du
dimanche 9 décembre 2012. De plus, un acces au fichier des volontaires inscrites aupres du
CRNH d’Auvergne nous a été donné. Pour chaque volontaire potentielle, un questionnaire
(coordonnées, age, date de la ménopause, prise de THS, poids, variations de poids, taille,
régimes vegeétarien ou hypocalorique, prise de compléments alimentaires, activité physique,
immobilisation prolongée, incapacité physique, consommation d’alcool et de cigarette,
affection chronique, traitements médicamenteux, prise de vitamine D, participation actuelle a
1 étude clinique) a été complété. Les volontaires qui ne correspondaient pas aux criteres ont
alors éte prévenues par téléphone. Les autres ont éé classées soit dans la liste principale soit
dans une liste complémentaire si elles n’avaient pas tout a fait 57 ans, 7 ans de ménopause ou
si elles prenaient des compléments alimentaires par exemple. Les volontaires potentielles ont

alors éte recontactees au fur et & mesure des disponibilités pour les visites d’inclusion.

2-2-3- Les visites d’inclusion VO et VO’

Lors de la premiére visite, le protocole expérimental était expliqué aux volontaires et
remis sous forme d’une lettre d’information. Aprés signature du consentement, elles
rencontraient le médecin de I’étude pour établir un bilan médical. Suite a I’autorisation du
médecin, un prélevement sanguin a jeun pour les bilans biologiques d’inclusion et de sécurité
(numération formule sanguine, plaquettes, sérologies HIV et hépatite C, concentrations
plasmatiques de vitamine D, PTH, CRP, lipides plasmatiques, bilans hépatique

(Aspartate Amino Transférase (ASAT), Alanine Amino Transférase. (ALAT), gamma
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glutamyl-transférases (gamma GT), ALP) et rénal (urée, créatinine)), ainsi que les premieres
mesures anthropomeétriques a été effectué. Ainsi, la taille, le poids, les tours de taille, hanches
et cuisse ont été mesurés selon le mode opératoire (UNH-MO-ASM-TEC 23 version 1) mis
en place pour la présente étude. Les diététiciennes recevaient alors les volontaires pour leur
expliquer les consignes diététiques, leur remettre un relevé alimentaire & compléter sur 4 jours
avant la visite VO’ et les soumettre a un questionnaire ciblant plus précisément leurs apports
en calcium (questionnaire de Fardellone). Enfin, elles complétaient les questionnaires
d’activité physique de Baecke, de consommation d’alcool et de tabac.

La visite VO’ consistait a reprendre le relevé alimentaire avec les diététiciennes et
réaliser les premieres mesures d’ostéodensitométrie (voir paragraphe 2-3-1).

Aprés vérification des criteres d’inclusion et de non-inclusion, les volontaires qui

remplissaient tous les criteres ont été incluses dans I’étude.

2-2-4- Les visites au cours de I’étude

Au cours des 9 mois d’étude, les volontaires sont venues au CRNH d’Auvergne a 0, 3
mois, 6 mois et 9 mois pour les visites V1, V2, V3 et V5 respectivement. Suite a la
randomisation dans 1 des 3 groupes, les volontaires ont recu les boites d’huiles ainsi que des
comprimés de calcium au fur et a mesure des différentes visites. Les visites V1, V2 et V5
débutaient par une prise de sang a jeun et I’examen anthropometrique suivis d’un petit
déjeuner. Les tubes de plasma (héparinate de lithium et EDTA) ont été centrifugés a 1300 g,
10 min, a 4°C. Les tubes de sérum ont été centrifugés a 4000 rpm, 10 min, a 4°C, apres étre
restés 20 minutes a température ambiante. Les échantillons de plasma et de sérum ont été
conservés a -80°C jusqu’aux analyses. Les volontaires ont ensuite été soumises a des mesures
de force, au SPPB, ainsi qu’a un questionnaire d’activité physique de Baecke. A la visite V3,
seuls le poids et la taille ont été mesurés. Les relevés des éventuels traitements concomitants
et évenements indesirables ont été effectues aux visites V2, V3 et V5. Lors de ces mémes
visites, le relevé de consommation des huiles et des comprimés de calcium a été recupéré
aupres des volontaires. Deux releves alimentaires ont été distribués a V1 et V3, complétés
avant la visite suivante et validés avec les diététiciennes a V2 et V5. La visite V5 a été
précédée la veille au soir de la prise d’un repas test (2 tranches de jambon blanc découenné,
dégraisse, 100 g de pates et 1 yaourt nature accompagné de sucre blanc), en vue d’une étude
métabolomique. Pour cela, I’urine de la 2°™ miction du matin a été recueillie et aliquotée. A
V5, une seconde mesure d’ostéodensitométrie a été effectuée. De plus, I’acceptabilité de
I’huile a été évaluée juste apres le début de I’étude et a V5.
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2-3- Parameétres d’étude

2-3-1- La densité minérale osseuse et la composition corporelle

Les mesures d’ostéodensitométric (BMD et composition corporelle) ont été réalisées
selon le mode opératoire (UNH-MO-ASM-TEC-27 version 1). Le T-score a été mesuré au
niveau du corps entier, de la hanche et du rachis lombaire. A chacun de ces 3 sites, il devait
étre supérieur a -2,5 car l’ostéoporose était un critere d’exclusion. Les mesures de
composition corporelle ont été effectuées lors de I’examen corps entier.

De plus, une standardisation entre les 2 centres d’¢tude a ¢été¢ mise en place. Ainsi, le

méme phantom a été mesuré de facon réguliere tout au long de 1I’étude sur les 2 appareils.

2-3-2- Le test de force

Le test de force a été réalisé¢ a 1’aide d’un dynamometre Jamar® Plus+ (Patterson
Medical, Bolingbrook, USA) selon le mode opératoire (OG-UEN-MOP-03, version 2). Le test
a ¢été réalisé¢ 3 fois de chaque coté en alternant main droite main gauche. Le meilleur des

essais a été conserve.

2-3-3- Le test short physical performance battery
Ce test, composé de 3 parties destinées a évaluer 1’équilibre, la marche et la capacité a

se lever d’une chaise, a été réalisé¢ selon le mode opératoire (OG-UEN-MOP-02, version 1).

2-3-4- Les paramétres sanguins

Le plasma et le sérum ont été prélevés en vue de doser les paramétres osseux (ALP,
CTX-1, Procollagen Type II C-Propeptide (CPII), cleavage of type-II collagen (C2C), les
parametres inflammatoires (CRP, TNF-a, soluble tumour necrosis factor receptor-1
(sTNFR1), sTNFR2, IL-1, IL-6, IL-15, monocyte chemotactic protein 1 (MCP1 autrement
appelé chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2)), hormonaux (adiponectine, leptine) et les
paramétres lipidiques (triglycérides, cholestérol/esters de cholestérol, phospholipides, acides

gras libres, analyse des profils en acides gras libres, saturés, mono insaturés et polyinsaturés).

3- Le déroulement du recrutement

Pour Clermont-Ferrand, la premiere campagne (annonces journalistique et
télévisuelle) a permis de compléter 446 fiches de recrutement. Parmi ces volontaires
potentielles, 147 ont été classées dans la liste principale, 67 sur la liste complémentaire et les
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Figure 61 : Déroulement des recrutements sur le site de Clermont-Ferrand.



232 autres ont été prévenues par téléphone de leur exclusion. Les volontaires de la liste
principale ont été contactées au fur et a mesure du planning de visites prévu par le CRNH tout
au long de I’'année 2013. Début 2014, toutes les volontaires potentielles avaient été contactées
alors que 63 volontaires sur les 75 étaient incluses. Des volontaires inscrites aupres du CRNH
d’Auvergne ont alors contactées et une nouvelle annonce journalistique a été diffusée le 2
avril 2014. Ces nouveaux contacts ont permis de terminer le recrutement des 75 volontaires
pour le site de Clermont-Ferrand en mars 2014 et de 30 des 75 volontaires du site de
Marseille, finalement incluses sur Clermont-Ferrand, de mars 2014 a fin juin 2014 (Figure
61).
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Mise au point de la culture

ex vivo de hFOB1.19

Le but était de mettre au point la culture ex vivo d’une lignée ostéoblastique humaine
en vue d’évaluer les effets de plasmas issus des volontaires de 1’étude clinique, exposées ou
non aux polyphénols de I’huile d’olive, a la vitamine D et au DHA. Cette expérimentation
sera menée des que toutes les volontaires auront terminé les 9 mois de prise alimentaire.

La lignée ostéoblastique hFOB1.19 (CRL-11372) (American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, Virginia, USA) a été sélectionnée. Les cellules ont été cultivées sous
atmosphere humide avec 5% de CO; dans du milieu Dulbecco’s Minimum Eagle Medium F-
12 Nutriment Mixture Ham (DMEM-F12 (1:1), Gibco Invitrogen) supplémenté avec 10%
de sérum de veau feetal (SVF; Lonza, Basel, Suisse) et en présence de 0,3 mg/mL de

I’antibiotique geneticin (G418, Sigma G8168), selon les indications du fournisseur.

La possibilité de remplacer le SVF par du plasma humain, tout ou en partie, a été
évaluée. Ensuite, les conditions idéales pour obtenir un pic d’activité de I’ALP ainsi que des

nodules de calcium ont été déterminées.

1- Culture ex vivo, activité de I’alcaline phosphatase et

minéralisation

La premiere expérimentation a permis de mettre en évidence que le plasma humain
utilisé en remplacement ou en addition du SVF n’induisait pas la mort des hFOB1.19.
Cependant, apres 13 jours de traitement, les tapis cellulaires commencaient a se décoller,
rendant nécessaire le coatage préalable des puits en collagene pour des expériences dont la
durée est supérieure a une dizaine de jours.

La seconde expérimentation a permis d’évaluer différentes quantités de plasma sur le

pic de l'activité ALP: 10% de SVF (condition contrdle), 20% de SVF, 10% de plasma
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Figure 62 : Activité ALP des hFOB1.19 cultivées en présence de plasma humain.
Les résultats sont exprimés en tant que moyenne + SEM. ALP, alcaline phosphatase ; p-NPP, p-nitrophenyl
phosphate, SVF, serum de veau feetal ; F, plasma humain.
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Figure 63 : Observation au microscope des puits de culture des hFOB1.19 cutlivées en présence de plasma
humain apres coloration a I’Alizarin Red.
SVF, serum de veau feetal ; F, plasma humain.



humain, 20% de plasma humain ou 10% de SVF + 10% de plasma humain (Figure 62). Pour
cela, les cellules, ensemencées a 30000 cellules/cm? dans des plaques 96 puits, ont proliféré a
33,5°C jusqu’a confluence puis ont été transférées a 37°C. Afin de limiter les quantités de
plasma humain utilisées, 1’activité de I’ALP a été mesurée a J7. La plus forte activité
enzymatique était obtenue avec la condition 10% de plasma humain (37,20 pumole p-
NPP/h/mg protéine) alors que la condition témoin 10% de SVF était a 10,16 pmole p-
NPP/h/mg protéine. L’ajout de 20% de plasma humain présentait une activité intermédiaire
(22,66 umole p-NPP/h/mg protéine) et ne sera pas utilisée dans les futures expérimentations,

nécessitant plus de plasma.

Pour évaluer I'impact du plasma humain sur la minéralisation des hFOBI1.19, les
cellules ensemencées a 30000 cellules/cm? dans des plaques 12 puits, ont proliféré jusqu’a
confluence a 33,5°C puis ont été transférées a 39,5°C. Différentes conditions ont été testées :
10% SVF (condition contrdle), 10% de plasma humain (F), 10% SVF + 10% F, 5% SVF +
5% F ou 7,5% SVF + 2,5% F. Les plaques ont été colorées a I’ Alizarin Red apres 26 jours de
culture.

La plus forte densité de nodules de calcium était observée pour la condition 10% SVF

+ 10% F (Figure 63).

2- Conclusions

Ces expérimentations préliminaires ont permis d’identifier les conditions de culture ex
vivo de la lignée hFOB1.19. Ainsi, a J7, I’activité ALP était maximale en présence de 10% de
plasma humain. Pour la minéralisation, la plus grande quantité de nodules de calcium était
observée en condition 10% SVF + 10% de plasma humain.

Ces résultats vont permettre d’évaluer les effets de plasmas issus des volontaires de
I’étude clinique, 1’objectif étant d’élucider les éventuels mécanismes mis en jeu par la
consommation d’une huile d’olive vierge enrichie en vitamine D et DHA. De plus, il sera

éventuellement possible d’identifier et d’isoler le ou les métabolites actifs.
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Discussion générale et

perspectives

Ce travail de these s’inscrit dans les programmes de recherche visant a développer de
nouvelles stratégies de prévention nutritionnelle de 1’ostéoporose et de la sarcopénie. De
nombreux travaux mettent en évidence des interrelations, mécaniques et métaboliques, entre
les tissus osseux et musculaires, notamment au cours du vieillissement. Par exemple,
I’'inflammation de bas grade et le stress oxydant sont des mécanismes communs au
développement des deux syndromes. Ces atteintes de 1’appareil locomoteur apparaissent chez
la femme au moment de la ménopause, faisant de cette population la cible du présent travail.

Dans un premier temps, les mécanismes de I'impact de 1’ovariectomie sur le muscle
squelettique, en comparaison avec ceux d’un régime riche en graisses, ont été étudiés. Ce
travail a permis de renforcer 1I’hypothese qu’il existe un dialogue entre les deux tissus ce qui
conforte la possibilité de prévenir les deux pathologies par une stratégie commune.

Les effets secondaires des traitements anti-ostéoporotiques, 1’absence de traitement de
la sarcopénie ainsi que la complexité de 1’étiologie de ces pathologies, conduisent a
poursuivre les recherches sur des traitements curatifs mais aussi a élaborer de nouvelles
stratégies dont fait partie la prévention nutritionnelle. De nombreuses études mettent en
évidence l'importance d’une bonne alimentation pour le maintien d’une bonne santé,
notamment au cours du vieillissement. La consommation d’aliments a fort potentiel anti-
inflammatoire et/ou antioxydant pourrait contrer certains mécanismes de développement des
processus dégénératifs participant a ces altérations. La diminution du nombre de personnes
atteintes d’ostéoporose et de fractures par 1’adhésion a un régime méditerranéen nous a
conduits a évaluer I’influence de I’huile d’olive enrichie ou non en vitamine D et/ou DHA sur

la perte osseuse et musculaire.
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Rate Souris
Souche Wistar C57BI/6
Age 8 ¥2 mois 8 semaines
Durée de la . .
] . 19 semaines 4 semaines
supplémentation
Os fémur fémur
N tibialis anterior
tibialis .
Muscle(s) . plantaris
anterior .
gastrocnemius
Apports calciques divisés par 2 normaux
Huile Mélange Pure

Tableau 9 : Comparaison des modéles animaux étudiés.



Modéles d’étude

Les rates et les souris ovariectomisées sont classiquement utilisées pour modéliser la
perte osseuse induite par la ménopause (Puel, Quintin et al. 2004; Lelovas, Xanthos et al.
2008; Spilmont, Leotoing et al. 2013). Comme la ménopause est associée a des altérations au
niveau musculaire (Aloia, McGowan et al. 1991; Phillips, Rook et al. 1993; Rolland, Perry et
al. 2007), ce modele a aussi pu étre utilisé pour étudier ce tissu (Fisher, Hasser et al. 1998;

Moran, Warren et al. 2006).

Quel est 'impact de ’ovariectomie sur les tissus osseux et

musculaires ?

Pour simuler la perte osseuse associée a la ménopause, deux modeles murins ont été
étudiés : la rate Wistar agée de 82 mois et la souris C57Bl/6 agée de 8 semaines
ovariectomisées (Tableau 9).

Dans les deux cas, la pesée des utérus permettait de valider 1’ovariectomie, comme
cela est décrit dans la littérature (Modder, Riggs et al. 2004; Spilmont, Leotoing et al. 2013).
Conformément aux données de littérature, la castration accélérait la prise de poids corporel en
association avec une diminution de la dépense énergétique (déterminée par le calcul du
rapport gain de poids corporel sur consommation alimentaire) dans les deux modeles (Puel,
Quintin et al. 2004; Rogers, Perfield et al. 2009). Selon les données de composition
corporelle, le gain de poids était dii a une augmentation de la masse grasse et de la masse
maigre chez la rate ovariectomisée alors qu’il n’était dG qu’a une augmentation de la masse
maigre chez la souris ovariectomisée. Ces résultats sont en accord avec des mesures répétées
de composition corporelle effectuées sur des rats ovariectomisé€s (Sharp, Copps et al. 2000).
En effet, la masse grasse était significativement augmentée par rapport aux rats pseudo-opérés
a partir de 8 semaines apres 1’opération, alors qu’a des temps plus précoces, le gain de poids

des animaux ovariectomisés était dii a une augmentation de la masse maigre.

Ovariectomie et inflammation

Chez le rat, les taux circulants de STNF-R2 et de hs-CRP étaient augmentés avec
I’ovariectomie (4% OVX par rapport a 4% SH), ce qui est en accord avec la littérature
(Lizcano and Guzman 2014). Chez la souris, une splénomégalie était observée mais
I’expression génique des marqueurs de I’inflammation n’était pas modifiée. Des résultats

équivalents ont été mis en évidence chez le rat avec une augmentation des taux plasmatiques
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des cytokines pro-inflammatoires apres ovariectomie, qui était reversée par 1’administration
de faibles doses de 17B-estradiol (Abu-Taha, Rius et al. 2009). Une exception est a souligner
puisque, au niveau du tissu osseux, l’expression de TGF-f ainsi que sa concentration
protéique étaient diminués avec I’ovariectomie chez le rat (Finkelman, Bell et al. 1992; Ikeda,
Shigeno et al. 1993). Chez I’Homme, une augmentation des taux circulants de 1’'IL-8, de
MCPI1 et de CCLS (RANTES) entre des femmes pré-ménopausées et post-ménopausée
permettait de mettre en évidence que la ménopause induit une inflammation de bas grade
(Abu-Taha, Rius et al. 2009). Une seconde étude donnait des résultats similaires avec une
augmentation des taux circulants de I'IL-1 et de I’IL-6 apres hystérectomie et ovariectomie
chez des femmes pré-ménopausées (Cantatore, Loverro et al. 1995). Un traitement aux
estrogenes permettait d’annuler ces effets. Il est important de souligner que le vieillissement
est associée a une inflammation de bas grade impliquée dans la physiopathologie de
I’ostéoporose et de la sarcopénie (Singh and Newman 2011), qui peut s’additionner a

I’inflammation induite par la déplétion hormonale chez la femme post-ménopausée agée.

Ovariectomie et stress oxydant

En ce qui concerne le stress oxydant, celui-ci n’a été évalué que dans le modele souris.
L’ovariectomie exacerbait I’expression génique de la Nos-2, enzyme qui stimule la
production d’oxyde nitrique impliqué dans le stress oxydant (van't Hof and Ralston 2001). Le
promoteur de Nos-2 est sous le contrdle négatif des estrogenes (Cuzzocrea, Mazzon et al.
2003). Ainsi, Nos-2 jouerait un role central dans 1’effet négatif de la déplétion en estrogenes
sur le tissu osseux. En effet, le stress oxydant est connu pour participer aux mécanismes de la
perte osseuse induite par la déficience en estrogenes (Muthusami, Ramachandran et al. 2005;

Almeida, Han et al. 2007; Wauquier, Leotoing et al. 2009).

Ovariectomie et os

A noter également que dans les deux modeles étudiés et comme décrit précédemment,
la densité minérale osseuse mesurée au niveau du fémur distal était réduite, chez les animaux
ovariectomisés par rapport aux rates pseudo-opérées. De méme dans les deux cas, le volume
osseux trabéculaire et le nombre de travées osseuses étaient diminués par 1’ovariectomie alors
que I’espace entre les travées était augmenté. Cependant, une différence de modele a été
observée, avec chez le rat, une diminution de 1’épaisseur des travées liée a la déficience
hormonale mais pas de modification chez la souris. Ceci est probablement dii a la réduction

de la quantit¢ de calcium dans le régime des rates. En effet, lorsque les animaux sont
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uniquement ovariectomisés, des résultats équivalents a ce qui a été mis en évidence chez la
souris sont décrits dans la littérature (Francisco, Yu et al. 2011; Spilmont, Leotoing et al.
2013). Dans une autre étude ou les rates ovariectomisées étaient soumises a un régime pauvre
en calcium, comme c’est le cas dans notre étude chez la rate ovariectomisée, 1’€paisseur des
travées était diminuée (Wang, Massie et al. 2007). Ces altérations de la densité et de la
microarchitecture osseuses étaient accompagnées d’une augmentation du renouvellement
osseux, phénomene connu et bien décrit dans la littérature (Imai, Kondoh et al. 2010).
L’association de la perte osseuse et du gain de masse grasse lors d’une déficience
estrogénique, observée uniquement chez la rate, est attribuée a une différenciation
préférentielle des cellules souches mésenchymateuses en adipocytes, au détriment des
ostéoblastes (Ilich, Kelly et al. 2014). Cette augmentation de la masse adipeuse pourrait
participer aux altérations du tissu osseux (Cao 2011). A noter que, les mécanismes déclenchés
étaient différents lorsque la prise de poids et notamment de masse grasse était induite par un
régime riche en graisses. En effet, dans cette situation, la densité minérale osseuse ainsi que
les parametres de microarchitecture étaient similaires aux animaux contrles. Cependant,
lorsque la densit¢é minérale osseuse était rapportée au poids corporel, elle était
significativement inférieure chez les rates soumises au régime hypercalorique par rapport au
lot contrdle. Ce résultat était associé a une réduction des taux circulants de I’ostéocalcine,
marqueur de formation osseuse, conformément a la littérature (Bielohuby, Matsuura et al.

2010).

Ovariectomie et muscle

En ce qui concerne le tissu musculaire, le poids des tibialis anterior était
significativement plus important chez les rates ovariectomisées par rapport aux contrdles. De
facon intéressante, des résultats similaires, mais moins significatifs statistiquement, étaient
obtenus dans le modele de la souris ovariectomisée. Ce phénomene, observé précédemment
dans la littérature, est reversé par 1’administration d’estrogenes chez la rate ovariectomisée
(Pighon, Barsalani et al. 2010; Ngo Sock, Cote et al. 2013). Il est a noter néanmoins que la
prise de masse musculaire pourrait étre également due a 1’augmentation du poids corporel car
les différences entre les lots s’annulaient lorsque le poids des tibialis anterior était rapporté au
poids corporel, et ce dans les deux modeles animaux. Des résultats équivalents, avec des poids
de muscles (soleus, plantaris, gastrocnemius, peroneus longus, EDL) rapportés au poids
corporel non affectés par 1’ovariectomie, ont ét€ mis en évidence par Fisher et coll. (Fisher,

Hasser et al. 1998) et Moran et coll. (Moran, Warren et al. 2006). Dans la présente étude, les
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mécanismes impliqués dans 1’augmentation de la masse musculaire chez les animaux
ovariectomisés étaient étudiés uniquement chez la rate. Ainsi, I’ovariectomie était associée a
une diminution de la synthese protéique musculaire.

A I’inverse chez les rates soumises a un régime riche en graisses, la synthese protéique
musculaire était augmentée par rapport au lot témoin. Ce résultat était confirmé par une étude
précédente dans laquelle la synthese protéique musculaire totale et plus particulicrement
mitochondriale était augmentée chez des rats soumis a un régime riche en graisses pendant 6
semaines (Chanseaume, Giraudet et al. 2007). De plus, dans notre étude, une diminution de
I’expression de PGCla, tFAM, NRF1 et NRF2 était mise en évidence chez les animaux
soumis au régime riche en graisses. Ce résultat suggere une diminution de la biogenese
mitochondriale qui renforce la diminution de I’activité enzymatique mitochondriale mise en
évidence par Chanseaume et coll. (Chanseaume, Giraudet et al. 2007).

Dans le présent travail, chez les rates ovariectomisées, une réduction de 1’expression
des facteurs MyoD, qui reflete la différenciation des cellules musculaires, et MuRF1, une
ubiquitine ligase impliquée dans la dégradation protéique était également observée. La
réduction de I’expression de MyoD (Pedraza-Alva, Zingg et al. 2009), qui est
préférentiellement exprimé dans les fibres de type II (Hughes, Taylor et al. 1993), est en
accord avec la diminution du nombre de fibres de type II au profit des fibres de type I
impliquée dans 1’atrophie musculaire associée au vieillissement (Nair 2005; Ohlendieck
2011). La réduction de I’expression de MyoD et de MuRF1 malgré le maintien du rapport
poids des muscles sur poids corporel entre les rates ovariectomisées (4% OVX) et les rates
pseudo-opérées (4% SH) suggere un ralentissement du renouvellement protéique, qui pourrait
conduire a une altération de la qualité et de la fonctionnalité des protéines et donc de la
contractilit¢ musculaire. Cette observation est soutenue par la réduction de la synthese
protéique musculaire notée chez les animaux ovariectomisés. Prises dans leur ensemble, ces
données pourraient expliquer, au moins en partie, la perte de masse et de force musculaires
observée pendant la ménopause (Aloia, McGowan et al. 1991; Phillips, Rook et al. 1993). A
noter que, ces résultats n’étaient pas associés a une altération de 1’expression des parametres
mitochondriaux étudiés. Cependant, ce résultat ne garantit pas que la qualité des protéines fit
préservée. En effet, il est possible que la réduction du renouvellement protéique soit associée
a une accumulation de protéines altérées.

En outre, de la méme facon que pour le tissu osseux, les résultats obtenus étaient tres

différents lorsque la prise de masse grasse était induite par le régime alimentaire. En effet,
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chez ces animaux, le taux de synthese protéique était augmenté, le métabolisme mitochondrial

était altéré et une lipotoxicité musculaire était observée.

Ovariectomie, os et muscle

La perte osseuse pourrait étre a I’origine de la réduction du renouvellement protéique
musculaire pour limiter la force appliquée a 1’os fragilisé et ainsi le risque de fracture (Ma,
Griffith et al. 2013). En effet, de récentes études suggerent que le tissu osseux, et notamment
les ostéocytes, secretent des ostéokines, qui activeraient ou inhiberaient des voies de
signalisation des cellules musculaires squelettiques. Il est important de souligner que d’autres
facteurs secrétés par le muscle moduleraient le métabolisme osseux comme I’IGF-1 et la
myostatine par exemple (Hamrick 2012). La réduction de la masse osseuse, et donc du
nombre d’ostéocytes, pourrait étre associée a une moindre sécrétion du facteur Wnt3a, qui
stimule la myogenese in vitro en augmentant I’expression des facteurs MyoD et myogénine
(Romero-Suarez, Mo et al. 2011). Une autre hypothese serait que le couplage métabolique et
mécanique entre I’os et le muscle est dérégulé au cours du vieillissement, conduisant a une
altération des deux tissus. De plus, il est possible que 1’accélération du renouvellement osseux
nécessite une plus grande quantité d’énergie, contrebalancée par le ralentissement du
métabolisme musculaire. Ces résultats pourraient aussi s’expliquer par des effets directs de la

déplétion en estrogenes.

Les différences observées entre les deux modeles d’ovariectomie avec une moindre
altération des tissus chez la souris que chez la rate, pourraient €tre dues a la durée de
I’ovariectomie. En effet, les analyses étaient effectuées 4 semaines apres 1’opération chez la
souris et 19 semaines chez la rate. Ainsi, si la perte osseuse est a I’origine des altérations
musculaires, celles-ci seraient plus tardives et proportionnelles a la diminution de la masse
osseuse. Il est possible que le renouvellement des protéines musculaires ait été moins altéré

dans le modele de souris ovariectomisée par rapport a celui de la rate.

Conclusion et perspectives

En conclusion, la déplétion hormonale, induite par I’ovariectomie dans deux modeles
murins, était associée a une diminution de la densité minérale osseuse et a une augmentation
de la masse musculaire. Il a été mis en évidence chez la rate, que la synthese protéique
musculaire était diminuée avec la perte d’estrogeénes, en association avec une réduction de

I’expression génique des facteurs MyoD et MuRF1, suggérant un ralentissement du
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renouvellement protéique du muscle avec une diminution de la qualité et de la fonctionnalité
des protéines musculaires, et plus particulierement de la contractilité musculaire. 1l est
probable que ce mécanisme soit lié au processus de perte osseuse. Ce résultat renforce les
données de la littérature sur les relations entre les deux tissus, et suggere la possibilité de
mettre en place des leviers communs, notamment nutritionnels, pour modifier ces
phénomenes. Cependant, pour élucider les mécanismes de la perte hormonale sur les tissus
osseux et musculaires, il semble nécessaire de définir un modele animal dans lequel les deux
tissus pourraient €tre étudiés en parallele. Pour cela, il faut identifier la fenétre post-
ovariectomie au cours de laquelle les deux tissus sont en cours d’altération. Il a été mis en
évidence que le volume d’os trabéculaire était diminué de 33% quatre semaines apres
I’ovariectomie et de 72% douze semaines apres 1’opération, pour ensuite atteindre un plateau
(Boyd, Davison et al. 2006). Ces résultats €taient comparables a nos observations réalisées
apres 19 semaines de carence hormonale. Ainsi, une étude cinétique s’intéressant aux
perturbations induites par I’ovariectomie pourrait étre mise en place chez la rate Wistar avec
des prélevements de muscles et d’os a 4, 6, 8, 10 et 12 semaines post-opération. D’apres les
données de la littérature, le compartiment osseux cible devrait étre le tibia, de par sa
sensibilité a I’ovariectomie (Francisco, Yu et al. 2011). Un muscle squelettique riche en fibres
de type Il (tibialis anterior, plantaris ou EDL), qui sont préférentiellement atrophiées au cours
de la sarcopénie, devrait étre privilégié dans cette étude. L’ostéoclastogenese,
I’ostéoblastogenese, la synthese protéique musculaire et la protéolyse musculaire devraient
étre étudiées.

En ce qui concerne le muscle, la voie IGF-1/Akt/mTOR n’était pas modifiée par
I’ovariectomie chez la rate. D’autres voies de signalisation qui impliquent le facteur MyoD
devront étre investiguées. C’est le cas du facteur myocyte enhancer factor-2 (MEF2), lequel,
se lie a MyoD et a d’autres facteurs au cours de la myogenese afin d’activer la transcription de
genes impliqués dans la différenciation des cellules musculaires (Muscat and Dressel 2000).
De plus, il a été mis en évidence que ces facteurs jouent un role dans le maintien de la teneur
en protéines de fibres musculaires (Dessalle, Euthine et al. 2012). L’expression de MyoD
serait aussi sous le controle des ostéocytes via la sécrétion du facteur Wnt3a, un activateur de
la voie Wnt/B-catenin. Dans des cellules musculaires C2C12, il a été mis en évidence que le
facteur Wnt3a augmentait I’expression de MyoD et de la myogénine, ainsi que la taille des
myotubes, et promouvrait ainsi la myogenese (Romero-Suarez, Mo et al. 2011) et/ou le
maintien de la teneur protéique des cellules musculaires (Dessalle, Euthine et al. 2012).

Comme [I’ovariectomie augmente la résorption osseuse et 1’apoptose des ostéocytes
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(Manolagas 2006; Seeman 2009), il est possible que la sécrétion de ce facteur soit diminuée
avec I’absence d’estrogenes. En réponse, 1’expression de MyoD pourrait aussi étre réduite.
Ainsi, I'interaction de MyoD avec le facteur MEF2 serait altérée tout comme la myogenese,
ce qui pourrait étre a I’origine de la réduction de la syntheése protéique musculaire suite a la
déplétion hormonale. De facon intéressante, la réduction de I’expression génique de Wnt3a et
de MyoD et de la quantité de protéines MEF2 a été mise en évidence chez le rat obese (Zhou,
Strakovsky et al. 2012). Notre étude montrait que les mécanismes induits par la ménopause et
par un régime riche en graisses sur le métabolisme musculaire étaient différents. A contrario,
les résultats décrits par Zhou et coll. chez le rat obese (Zhou, Strakovsky et al. 2012) sont plus
en accord avec une réduction de la synthese protéique et de I’expression de MyoD, décrite
dans notre modele d’ovariectomie. De plus, Masgrau et coll. (Masgrau, Mishellany-Dutour et
al. 2012) ont récemment montré une augmentation de la synthese protéique myofibrillaire et
mitochondriale aprés 16 semaines de consommation d’un régime riche en graisses et une
diminution de la syntheése protéique musculaire apres 24 semaines (Masgrau, Mishellany-
Dutour et al. 2012). Ainsi, il est possible que des mécanismes similaires a ceux qui ont été
obtenus apres ovariectomie soient mis en ceuvre lorsque le régime est plus riche en graisses
(Zhou, Strakovsky et al. 2012) ou lorsqu’il est consommé pendant plus longtemps (Masgrau,
Mishellany-Dutour et al. 2012). Comme [’absence de myostatine était associée a une
augmentation de la densit¢ minérale osseuse chez la souris (Hamrick 2003; Montgomery,
Pennington et al. 2005) et a des modifications d’expression de MEF2 et MyoD (Hennebry,
Berry et al. 2009), ce parametre devrait aussi €tre analysé. De plus, le facteur Hedgehog,
impliqué dans la différenciation ostéoblastique (Long 2012) est associé a 1’expression de
MyoD, probablement via le facteur MEF2 (Voronova, Coyne et al. 2013). Ce facteur pourrait
donc jouer un rdle dans le dialogue entre le facteur ostéocytique Wnt3a et les facteurs
musculaires MyoD et MEF2. En parallele de I’étude des mécanismes impliqués, la fonction
des protéines musculaires et notamment mitochondriales pourraient étre évaluée. En effet, il
est possible que le ralentissement du renouvellement protéique musculaire soit associé a une
altération de la qualité et de la fonction des protéines. Par exemple, I’activité mitochondriale
dépend des activités enzymatiques de différents complexes protéiques, dont les acides aminés
des sites actifs peuvent €tre sensibles a des modifications post-traductionnelles et notamment
a I’oxydation, qui altere la fonction mitochondriale (Nowotny, Jung et al. 2014). En effet, la
mitochondrie est un important producteur de ROS et une de leur principale cible (Nowotny,
Jung et al. 2014). Ces altérations conduisent a une diminution de la production d’ATP (Short,

Bigelow et al. 2005) et a une augmentation de la production de ROS, créant un cercle vicieux
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(Nunnari and Suomalainen 2012). Ainsi, la capacité respiratoire mitochondriale pourrait €tre
évaluée (Lanza, Zabielski et al. 2012). En parallele, la fonction des protéines impliquées dans
la contraction musculaire pourrait étre étudiée, des altérations ayant ét€ montrées dans des
modeles animaux d’ostéoporose post-ménopausique (Fisher, Hasser et al. 1998; Moran,
Warren et al. 2006). Les sites ATPasique des myosines sont aussi trés sensibles au stress
oxydatif, qui pourrait conduire a des modifications post-traductionnelles altérant cette

fonction (Lowe, Surek et al. 2001; Lowe, Husom et al. 2004).

Ce modele commun a I’étude des tissus osseux et musculaires pourra éventuellement
permettre d’identifier des marqueurs communs a 1’ostéoporose et a la sarcopénie (Collino,

Martin et al. 2014).

La consommation d’huile d’olive vierge enrichie en vitamine
D permet-elle de prévenir les altérations osseuses et musculaires

induites par la déplétion hormonale?

La perte osseuse induite par 1’ovariectomie a été prévenue chez la souris par la
consommation d’huile d’olive vierge enrichie en vitamine D, mais pas par I’huile d’olive
vierge seule ou par I’huile d’olive raffinée supplémentée en vitamine D. Ce résultat représente
I’un des faits les plus saillants de ce travail de thése. De méme, le régime alimentaire
renfermant de I’huile d’olive vierge enrichie en vitamine D permettait de ralentir le
renouvellement osseux, lui-méme accéléré par 1’ovariectomie (reflété par les taux circulants
du marqueur de résorption osseuse CTX1 et de formation osseuse PINP). Ces résultats étaient
en accord avec les données de transcriptomique qui mettaient en évidence une réduction de
I’expression des marqueurs ostéoblastiques et ostéoclastiques dans le groupe de souris ayant
consommé de I’huile d’olive vierge et de la vitamine D par rapport aux autres lots
ovariectomisés. De plus, la prévention de la perte osseuse était associée a une diminution de
I’expression génique des marqueurs du stress oxydant et de I’inflammation, deux mécanismes
impliqués dans le développement de 1’ostéoporose (Zheng, Vrindts et al. 1997; Armour, Van
et al. 1999; Arai, Shibata et al. 2007; D'Amelio, Grimaldi et al. 2008).

Les différences obtenues entre les lots consommant soit 1’huile d’olive vierge enrichie
en vitamine D soit I’huile d’olive raffinée enrichie en vitamine D suggerent que les effets

bénéfiques de I'huile d’olive vierge n’étaient pas dus a son profil lipidique (Trichopoulou,
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Georgiou et al. 1997; Park, Kim et al. 2013). Etant donné que le raffinage supprime
totalement les polyphénols, ce résultat renforce 1’hypothese que ces micro-constituants sont a
I’origine de I’effet protecteur de I’huile d’olive sur la santé osseuse (Cicerale, Lucas et al.
2010). 11 est important de souligner que le raffinage réduit aussi la quantité d’autres molécules
potentiellement bénéfiques pour le tissu osseux, mais de facon moindre. En effet, les taux de
vitamine E, connue pour ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Chin and Ima-
Nirwana 2014), étaient tres peu diminués par le raffinage (23,2 mg/100 g pour I’huile vierge a
20,3 mg/100 g pour I’huile raffinée, soit une réduction de 12,5%). De facon similaire, le
raffinage diminue peu la quantité de squalene (424 mg/100 g a 340 mg/100 g soit une
réduction de 20%) (Owen, Mier et al. 2000), un intermédiaire de la biosynthese du cholestérol
(Waterman and Lockwood 2007) qui possede des propriétés antioxydantes (Owen, Giacosa et
al. 2000). Ainsi, les résultats obtenus chez la souris ovariectomisée soumise a un régime
contenant de I’huile d’olive vierge et de la vitamine D, sont susceptibles d’étre explicables, au
moins en partie, par la présence de polyphénols et de vitamine D au sein de 1’huile d’olive.
Les résultats de la présente étude sont en accord avec des données de la littérature qui
ont mis en évidence que I’huile d’olive (Puel, Quintin et al. 2004), I’oleuropéine (Puel,
Mathey et al. 2006), I’hydroxytyrosol et le tyrosol (Puel, Mardon et al. 2008) ne limitaient pas
la perte osseuse dans un modele d’ostéoporose post-ménopausique chez le rat (ovariectomie
et inflammation). A noter de facon intéressante que ces régimes avaient un effet bénéfique
lorsque les rates étaient ovariectomisées et inflammées, dans le cadre d’un modele
d’ostéoporose sénile. De méme, la perte osseuse n’était pas atténuée par la consommation de
10 mg/kg d’un extrait polyphénolique d’huile d’olive chez la rate Wistar ovariectomisée
(Keiler, Zierau et al. 2013). De facon tres similaire, les souris de la présente étude recevaient
8,5 mg de polyphénols par kg de poids corporel. L’ensemble de ces données met en évidence
la nécessité d’une réaction inflammatoire pour observer un effet bénéfique de 1’huile d’olive
ou de ses polyphénols sur la prévention de la perte osseuse chez des animaux ayant subi une
ablation des ovaires. A I’'inverse, une étude, menée chez la rate ovariectomisée, consommant
deux fois plus de polyphénols (18,4 mg/kg), mettait en évidence un effet protecteur de la
consommation d’huile d’olive vierge seule sur le tissu osseux (Saleh and Saleh 2011). Dans
des modeles murins d’ostéoporose post-ménopausique, la consommation de polyphénols
isolés (10 mg/kg d’oleuropéine ou d’hyroxytyrosol (Hagiwara, Goto et al. 2011) ou 5 et 20
mg/kg de lutéoline (Kim, Jung et al. 2011)) prévenait la perte osseuse en, respectivement,
diminuant le nombre d’ostéoclastes et ralentissant le renouvellement osseux. Ainsi, dans notre

étude, la concentration de chacun des polyphénols (de 0,02 a 2,85 mg/kg) devait étre trop
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faible pour prévenir la perte osseuse chez les souris ovariectomisée soumise a 1’huile d’olive
vierge non enrichie en vitamine D.

Un autre nutriment lipophile d’intérét sur le métabolisme osseux est la vitamine D. La
vitamine D possede la propriété de diminuer le nombre de précurseurs ostéoclastiques
(Shibata, Shira-Ishi et al. 2002), ainsi que I’expression de RANKL et la resorption osseuse
associée (Takahashi, Udagawa et al. 2014) in vivo. De plus, elle augmente 1’absorption
intestinale de calcium (Holick 2009), celle-ci étant réduite par la déplétion en estrogenes chez
la femme (Devine, Prince et al. 1993; Wishart, Scopacasa et al. 2000) et chez le rat (Gaumet,
Seibel et al. 1997). Cependant, comme aucun effet positif n’était obtenu dans le groupe de
souris ayant consommé de I’huile d’olive raffinée enrichie en vitamine D, soit ces effets
étaient amplifiés par I’huile d’olive vierge, soit ce sont les propriétés anti-inflammatoires qui
étaient a I’origine de la prévention de la perte osseuse. En effet, I’huile d’olive vierge et la
vitamine D possedent des effets anti-inflammatoires (Martinez-Dominguez, de la Puerta et al.
2001; Laird, Ward et al. 2010) auxquels s’ajoutent les propriétés antioxydantes de 1’huile
d’olive (Saleh and Saleh 2011) et de ses polyphénols (Visioli, Bellomo et al. 1998; de la
Puerta, Ruiz Gutierrez et al. 1999).

L’huile d’olive vierge enrichie en vitamine D permettait de prévenir la perte osseuse
induite par 1’ovariectomie chez la souris. Les mécanismes induits impliquaient probablement

une réduction de I’inflammation et du stress oxydant.

Dans le cas du modele de la rate ovariectomisée, en se basant sur le critere principal
qu’était la densité minérale osseuse, aucune huile ni aucun enrichissement n’avait pu étre
discriminé. Ceci pourrait s’expliquer par la durée de I’ovariectomie, le choix du compartiment
osseux, la réduction des apports calciques et/ou le profil nutritionnel de I’huile consommée
dans le lot témoin. Selon 1’étude de Boyd et coll. (Boyd, Davison et al. 2006), I’altération du
tissu osseux est progressive jusqu’a 12 semaines post-opération pour ensuite atteindre un
plateau. Or les mesures ont été¢ effectuées 19 semaines apres 1I’opération dans la présente
étude. De plus, la diminution des apports calciques dans notre étude a pu renforcer la perte
osseuse due a I’ovariectomie (Omi and Ezawa 2011; Agata, Park et al. 2013). Ainsi, pour
mettre en évidence un ralentissement de la perte osseuse par des interventions nutritionnelles,
il aurait fallu faire ces mesures plus précocement, comme cela a été fait dans le modele de la
souris ovariectomisée. Un résultat tres encourageant était obtenu en ce qui concerne le taux de
synthése protéique musculaire. En effet, la vitamine D semblait avoir un impact sur la

syntheése protéique différent selon la matrice huile (Figure 64). Il est probable, que comme
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pour 1’os, il existe un effet additif voire une synergie entre les polyphénols de 1’huile d’olive
et la vitamine D pour augmenter la synthese protéique chez les animaux ovariectomisés.
Ainsi, D'expression des marqueurs de l’inflammation et du stress oxydant pourraient
également étre inhibés par ce régime dans le tissu musculaire.

L’association de I’huile d’olive vierge et de la vitamine D permettaient de prévenir la
perte osseuse induite par 1’ovariectomie chez la souris et le ralentissement de la synthese
protéique musculaire chez la rate ovariectomisée. Ainsi, cette combinaison de nutriments

pourrait faire partie d’une stratégie de prévention de la sarcopénie et de 1’ostéoporose.

Perspectives

Les résultats obtenus dans le modele de la souris ovariectomisée sont en cours de
validation dans une étude clinique chez la femme ménopausée. En outre, une expérimentation
ex vivo a été mise en place afin d’évaluer les mécanismes mis en jeu par la consommation
d’huile d’olive vierge et de vitamine D chez la souris ovariectomisée. Ainsi, des souris ont été
gavées quotidiennement et pendant 10 jours avec du sérum physiologique, de I’huile d’olive
raffinée ou de I’huile d’olive vierge enrichie ou non en vitamine D et en DHA. Des cellules
des lignées pré-ostéoblastiques MC3T3-El et pré-ostéoclastiques Raw264.7 ont été cultivées
en présence des sera enrichis en métabolites des nutriments d’intérét. Les analyses sont en
cours. L’étude des muscles prélevés dans I’expérimentation menée chez la souris
ovariectomisée permettra de compléter les résultats mis en évidence chez la rate

ovariectomisée.

La mise en place d’un modele animal dans lequel il serait possible d’évaluer
conjointement les altérations osseuses et musculaires dues a 1’ovariectomie, permettra aussi
d’étudier I’'impact de la consommation d’une huile vierge enrichie en vitamine D sur ces deux

tissus.
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Conclusions

La déplétion hormonale induite par 1I’ovariectomie chez le rongeur est associée a une
perte osseuse et a une augmentation de la masse musculaire avec une exacerbation de
I’'inflammation de bas grade et du stress oxydant. La perte osseuse est le résultat de
I’augmentation du renouvellement osseux, la résorption excédant la formation. Dans le cas du
muscle, le taux de synthese protéique est diminué tout comme I’expression d’un marqueur de
la différenciation musculaire et d’'un marqueur de la protéolyse, ceci suggere un
ralentissement du renouvellement protéique musculaire. Il est trés probable que 1’accélération
du renouvellement osseux et le ralentissement du renouvellement musculaire soient liés.

Pris dans leur ensemble, ces résultats laissent supposer qu’il est possible de prévenir
I’ostéoporose et la sarcopénie par une stratégie commune. L’inflammation de bas grade et le
stress oxydant étant impliqués dans le développement des deux pathologies, la consommation
d’aliments ayant des propriétés anti-inflammatoires et/ou antioxydantes pourrait contrer les
mécanismes de développement de ces processus dégénératifs. A ce titre, I’huile d’olive et la
vitamine D pourraient représenter de bons candidats.

Aussi, I’association de I’huile d’olive vierge et de la vitamine D a permis de prévenir
la perte osseuse induite par 1’ovariectomie chez la souris, en diminuant 1’expression des
marqueurs de I’inflammation et du stress oxydant. En parallele, un résultat encourageant a été
obtenu chez la rate ovariectomisée puisque la synthese protéique musculaire était améliorée
avec ’huile d’olive vierge enrichie en vitamine D par rapport a I'huile d’olive raffinée
supplémentée en vitamine D. Cette association de nutriments pourrait prévenir conjointement

les altérations osseuses et musculaires induites par la déplétion hormonale.

Les nombreuses données de la littérature sur les relations entre les tissus osseux et
musculaires, notamment au cours du vieillissement, associées aux résultats de ces travaux de
thése, renforcent I’hypotheése que ces tissus sont li€s. Deux types de relation ont été
distingués : un lien mécanique et des régulations métaboliques communes. Il semble
nécessaire de prendre en compte les liens entre 1’os et le muscle dans le cadre de la recherche
scientifique mais aussi concernant la prise en charge des patients. La préservation de

I’autonomie des personnes dgées doit conduire les professionnels de santé et les chercheurs a
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élaborer des stratégies communes de prévention, de diagnostic et de traitements de
I’ostéoporose et de la sarcopénie. La complexité de 1’étiologie de ces pathologies doit étre
prise en compte. Plusieurs leviers d’actions, que sont les traitements curatifs, 1’exercice
physique et la nutrition sont disponibles et pourraient faire I’objet d’une stratégie globale.
Ainsi, il est nécessaire d’optimiser les recherches scientifiques en définissant de nouvelles
questions de recherche intégrant les dimensions physiopathologiques de ces deux tissus. Il
s’agira de mieux appréhender la complexité des mécanismes mis en jeu dans les relations os-
muscle, en prenant en considération les contraintes mécaniques de la locomotion,
I’implication du secrétome de chacun des tissus, les composantes de régulation (inflammation,
stress oxydant,...), le polymorphisme génétique du sujet... Ceci pourra permettre de
comprendre, entre autres, les mécanismes qui lient I’ostéoporose a la sarcopénie. Il sera alors
possible de développer des traitements curatifs, éventuellement communs aux deux
pathologies, de définir des exercices physiques bénéfiques pour les deux tissus et faciles a
mettre en ceuvre chez la personne agée et d’identifier des stratégies alimentaires protectrices
pour les tissus osseux et musculaires, afin de les intégrer a un régime équilibré et spécifique a

la personne agée.
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Abstract

As bones are levers for skeletal muscle to exert forces, both are complementary and essential for
locomotion and individual autonomy. In the past decades, the idea of a bone-muscle unit has emerged.
Numerous studies have confirmed this hypothesis from in utero to aging works. Space flight, bed rest
as well as osteoporosis and sarcopenia experimentations have allowed to accumulate considerable
evidence. Mechanical loading is a key mechanism linking both tissues with a central promoting role of
physical activity. Moreover, the skeletal muscle secretome accounts various molecules that affect bone
including insulin-like growth factor-1 (IGF-1), basic fibroblast growth factor (FGF-2), interleukin-6
(IL-6), IL-15, myostatin, osteoglycin (OGN), FAMS5C, Tmem119 and osteoactivin. Even though
studies on the potential effects of bone on muscle metabolism are sparse, few osteokines have been
identified. Prostaglandin E2 (PGE2), and Wnt3a, which are secreted by osteocytes, osteocalcin (OCN)
and IGF-1, which are produced by osteoblasts and sclerostin which is secreted by both cell types,
might impact skeletal muscle cells. Cartilage and adipose tissue are also likely to participate to this
control loop and should not be set aside. Indeed, chondrocytes are known to secrete Dickkopf-1
(DKK-1) and Indian Hedgehog (Ihh) and adipocytes produce leptin, adiponectin and IL-6, which
potentially modulate bone and muscle metabolisms. The understanding of this system will enable to
define new levers to prevent/treat sarcopenia and osteoporosis at the same time. These strategies might
include nutritional interventions and physical exercise.

Key words: locomotor system; muscle; bone; crosstalk

1. Introduction

Locomotion was defined by the active moving from a place to another (Campbell and Reece, 2004).
Friction and gravitation tend to inertia and therefore energy is essential to create the force necessary
for locomotion. According to Vandenburg et al. (Vandenburgh et al., 1999), “skeletal muscle has
evolved as a tissue whose primary function is to move objects against the force of gravity”. The
sliding filament theory described the fact that contraction of myofilaments is at the heart of
movements (Huxley and Niedergerke, 1954; Huxley and Hanson, 1954). Huxley (Huxley, 1975) then
developed a 2 or 3 steps model and Cooke (Cooke, 2004) gathered information on the historical
improvement of the muscle contraction model from 1972 to 2004. Muscles act as motors, but also
brakes, springs, and struts (Dickinson et al., 2000). Nevertheless, even if muscle contraction is






essential for motion, the skeleton (levers) is needed to exert forces (Campbell and Reece, 2004;
Marieb, 1999). Regarding bone a little upstream, arthropods are frequently described as the first land
animals (MacNaughton et al., 2002; Schaefer et al., 2010), but the emergence of land life and the
diversification of organisms are believed to be partly due to the evolution of the bone skeleton and its
hardening by mineralization (Volkmann and Baluska, 2006). This is why, in the past decades, the idea
of a bone-muscle unit has emerged. Nevertheless, if the primary mechanical function of bones is to
provide rigid levers for muscles to pull against, and to remain as light as possible to allow efficient
locomotion (Turner, 1998), the mechanisms underlying such a relationship are still poorly understood
and most of the biochemical interactions amongst the tissues and cells remain mostly unknown (Abreu
et al., 2012). In recent years, a great number of scientific papers considered bone as a target of skeletal
muscle secretory pattern but surprisingly, only a few mentioned the potential effects of bone on
muscle metabolism. The objective of this review is thus to provide an update on the development of
knowledge about the locomotor system.

2. Methodology

Computer-assisted searches of publications and reviews were conducted on PubMed database to
identify pertinent papers published until 2014. Database was interrogated with the following
keywords: locomotor system / function, musculoskeletal system, bone, skeleton, osteoporosis,
cartilage, muscle, skeletal muscle, sarcopenia, osteoblast, osteoclast, osteocyte, myoblast,
chondrocyte, metabolism, formation, resorption, loss, atrophy, humoral factor, myokines, myostatin,
endocrinology, secretory organ, bed rest, space flight / travel, mechanosensation, mechanical loading,.
Moreover, relevant references mentioned in the previously identified papers were analyzed as well.

3. Is there a link between muscle and bone?

Even if Rauch et al. (Rauch et al., 2004) did not exclude that muscle and bone quality could be
independently determined by genetic mechanisms (they still refer to the ‘muscle-bone unit’ in their
publication), most of the available data provide evidence that both tissues closely interact.
Phenotypically, this was evidenced by the fact that total body bone mineral content (BMC) and lean
body mass are found to be linearly associated throughout life. This was the case in the study carried
out on 1450 persons from 2 to 87 years by Ferretti et al. (Ferretti et al., 1998). In the same way, in the
Finnish Twin Cohort Study, lean mass was a better predictor of whole body bone mineral density
(BMD) than fat mass (p < 0.01) (Bogl et al., 2011). In addition, a clinical study performed in boys and
girls during pubertal development showed that the increase in bone strength was preceded by the
increase in muscle strength (Rauch et al., 2004). Jackowski et al. (Jackowski et al., 2013) have shown
that lean tissue mass accrual impacts adult bone strength.

Preclinical data strengthen the lessons from such clinical trials. Muscle bone crosstalk appears to
manifest even before birth in mammals. Long bone shape and the joint is dependent on muscle
contraction. In the absence of mechanical loads, the stereotypical circumferential outline of each bone
is lost, leading to the development of mechanically inferior bones (Bren-Mattison et al., 2011; Sharir
et al., 2011). Indeed, MyoD-/-/Myf5-/- (dd/ff) mice lack skeletal muscle, so they develop without any
active movement in utero and die soon after birth. In the fetuses, long bones were found to be less
mineralized and had altered morphological features. They also presented many more osteoclasts in the
newly layed bone (Gomez et al., 2007). In a study were mice limb muscle were removed and replaced
by implants of either minced skeletal muscle, nonlimb skeletal muscle, cardiac muscle, liver or
nothing. Nodules of cartilage and bone were only induced by the three first ones (Zacks and Sheff,
1982). Finally, fracture healing was impaired by excision of a large muscle segment, while the
diffusion of high molecular weight molecule from muscle appeared to enhance bone synthesis
(Kaufman et al., 2008; Utvag et al., 2003). Liu et al. (Liu et al., 2010) reviewed the potential role of
muscle in bone repair and suggested that osteo-inducible cellular populations from muscle may
directly be implicated in bone formation and healing.

4. Understanding the relationship between muscle and bone

4.1. Physiological observations

The action of muscle on the bone adaptive response is well recognized and has been modeled in the
Wolff’s law and Frost’s mechanostat (Frost, 1987, 2003; Frost and Schonau, 2000; Li et al., 2012;






Woo et al., 1981). According to those theories, mechanical loading is the most important determinant
of the bone strength. There is existing preclinical and clinical evidence to show that low magnitude
mechanical signals are anabolic to both bone and muscle (Chan et al., 2012; Muir et al., 2011) and this
is why physical activities are known to impact both muscle and bone metabolisms, the final effect
being activity dependent. Indeed, in an evaluation of the impact of different sports on BMD, the
sedentary controls had the lowest bone density values which underlines the positive effect of sports on
BMD (Egan et al., 2006). Comparison of football, running and controls showed that football enhances
both BMD and muscle function after 16 months training (Krustrup et al., 2010). In the study carried
out by Seabra et al. (Seabra et al., 2012) in 117 soccer players and 34 control subjects, at all body
sites, muscle strength of knee extensors was associated with BMD. In a study performed in 7 to 9
year-old swimmers, gymnasts and controls, the authors also concluded that bone loading activities
may lead to increased bone density among young girls (Cassell et al., 1996), the increase in BMD per
unit increase in body weight being more among gymnasts than among swimmers and controls, while
fat mass, percent body fat, and lean mass were less in gymnasts compared with swimmers and controls
(all P <or = 0.05). In a similar kind of trial, conducted in older women (18 to 24 years old) by
Emslander et al. (Emslander et al., 1998), total body and femoral neck BMD were significantly higher
in the study group that performed weight-bearing exercises than in control subjects. Swimming
exercise had no effect on BMD, even though it could significantly improve shoulder, back, and grip
muscle strength. Consistent with those data, in the Duncan’s investigation, adolescent female runners
had higher total body, femoral neck and leg BMD than swimmers (Duncan et al., 2002). A comparison
of different weight bearing sports showed that BMD is consistent with the specificity of the stimulus
(Heinonen et al., 1993). The same authors concluded from another study that “training including high
strain rates in versatile movements and high peak forces is more effective in bone formation than
training with a large number of low-force repetitions” (Heinonen et al., 1995). Actually, an increase in
muscle mass impacts the interface of the 2 organs and stimulates local bone growth by stretching
collagen fibers and periosteum (Kaji, 2013). Targeting more specifically the impact of exercise on
muscle, resistance and endurance training are known to induce distinct muscular adaptations (Tanaka
and Swensen, 1998). Billeter et al. (Billeter and Hoppeler, 2003) demonstrated that extreme fiber type
distributions was different in a 50 meter crawl swimmer (about 80% type II (fast-twitch) fibers in his
vastus lateralis muscle) and in a professional cyclist who has about 80% type I (slow-twitch) fibers. In
the same way, in a study based on strength training using a one leg model during 10 weeks followed
by 12 weeks detraining in 6 men, muscle force production was shown to be increased in both legs after
training and strength performance was decreased after the detraining period, also in both legs.
Moreover, cross sectional areas were modified in the training leg: 21 % increase in type Ila and 18%
increase in type IIb (18%) fibers after training, and a decrease of 12% in type IIb fibers while
detraining (Houston et al., 1983).

To summarize, physical activity can modulate the locomotor system and the negative modifications in
hip geometry parameters which were observed in obese adults under restrictive diet, disappeared when
they were also subjected to physical exercise (Armamento-Villareal et al., 2012). What is important to
notice is that both muscle force as well as muscle size, as surrogates of mechanical loading, correlate
with BMD and BMC. Nevertheless, bone is not only subjected to muscle contraction forces but also to
gravitational loading (Judex and Carlson, 2009). Even though, according to Robling (Robling, 2009), a
convincing body of data suggests that muscle contractions are present, significant, and capable of
accounting for most of the adaptive responses, Judex and Carlson (Judex and Carlson, 2009) stated, in
their review, that the alternative gravitational loading can have a significant role in determining bone
mass and morphology, depending on the specific activity, the location of the bone within the skeleton,
and whether the bone is weight-bearing or not. As a matter of fact, bone remodeling appears to be
sensitive to both external loads arising from gravitational loading as well to internal loads generated
by muscular activity. Indeed, vibrations applied at very low magnitudes may be sensed directly by
transmittance of the signal through the skeleton in the absence of muscular activity (Judex and Rubin,
2010). This is why numerous studies on the impact of space flight and bed rest on muscle and bone
health emphasize the central role of gravity and therefore mechanical loading. The impact of resistive
exercise on both muscle and bone was assessed in the Long Time Bed Rest (LTBR) study, which was
concluded by underlining the importance of mechanical stimuli (Rittweger et al., 2005).






4.2. Cellular mechanisms

In both muscle and bone, sensed mechanical stimuli can be converted to biochemical signals and elicit
synthesis or catabolism. Mechanosensation is the first step of mechanostransduction and is followed
by the signal reception, transduction and transmission. The complex interconnected network of
osteocytes is considered to be the site of signal transduction and transmission to the osteoblasts
(Cowin, 2007) as osteocytes are the most mechanosensitive cells (Klein-Nulend et al., 1995). They
transduce the loading mechanical signals and release signaling molecules to recruit osteoblasts or
osteoclasts (Klein-Nulend et al., 2012a; Klein-Nulend et al., 2012b). Indeed, during hindlimb
unloading, introducing exercise in order to elicit a minimum number of high-intensity muscle
contractions allowed to suppress unloading-induced increases in sclerostin-positive osteocytes and to
restore cortical bone formation rate (Macias et al., 2012). However, osteocytes might not be the only
cell responsible for mechanosensation unless 30% osteocytes are sufficient. In fact, transgenic mice
lacking 70 to 80% osteocytes subjected to unloading were shown to be resistant to bone loss.
Nevertheless, after 14 days of reloading, bone formation rate corrected for bone surface was increased
as in the control mice (Tatsumi et al., 2007). Besides, mechanical loading has been demonstrated to
induce the expression of predictive markers (bone morphogenetic protein-2 (BMP-2), alkaline
phosphatase (ALP) and type I collagen ( Coll)) of the differentiated osteoblast phenotype in MC3T3-
El cells (Lu et al., 2012). Kamel et al. (Kamel et al., 2010) compared the response of MLO-Y4
osteocytic cells, 2T3 osteoblasts and primary neonatal calvarial cells to pulsatile fluid flow shear
stress. MLO-Y4 were more sensitive than 2T3 and primary neonatal calvarial osteoblasts to such a
stress, B-catenin nuclear translocation and prostaglandin E2 (PGE2) production being more important.

4.3. Molecular mechanisms

To better understand the mechanism of mechanosensation, Li et al. (Li et al., 2012) investigated the
impact of fluid shear stress on pre-osteoblastic MC3T3-E1 cells. Extracellular-signal-regulated kinase
5 (ERKS), a mitogen-activated protein kinase (MAPK) member, was rapidly phosphorylated and the
cytoskeleton underwent reorganization upon this stress. In addition, Wnt/p-catenin signaling pathway
seems to be one of the most important pathway activated by mechanical loading in osteocytes
(estrogen receptor-a (ER-0) is involved in such a regulation) (Armstrong et al., 2007; Dallas et al.,
2013), this signaling pathway being essential for bone cell viability and function and for skeletal
integrity. Indeed, myotube conditioned media can protect osteocytes and osteoblastic cells from
dexamethasone induced apoptosis, and this through the Wnt/B-catenin pathway for osteocytes (Jahn et
al., 2012). In addition, in B-catenin haploinsufficient mice, deleting a single copy of B-catenin in
osteocytes abolishes the anabolic response to loading (Javaheri et al., 2013) and trabecular bone in
females was more severely affected. Lee et al. (Lee et al., 2003) also found that bone adaptative
response to loading was impaired in the absence of the ER-a isoform. Moreover, mice lacking low
density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5) exhibited impaired response to mechanical
loading (Sawakami et al., 2006). However, in primary mouse osteoblasts and UMR-106 osteoblast-
like cells, strain activated a cascade independently of Wnt/LRPS5, involving insulin-like growth factor-
1 (IGF-1) receptor (IGF-1R), ER-a and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt)-
dependent activation of B-catenin (Sunters et al., 2010). IGF-1 is effectively known to be increased in
response to load. Raab-Cullen et al. (Raab-Cullen et al., 1994) and Tahimic et al. (Tahimic et al.,
2013) proposed a crosstalk between the IGF-1 and integrin signaling pathways.

5. Understanding the cross-talk between muscle and bone (Fig. 1)

5.1. Muscle to bone

Hamrick proposed that muscle secretion of local growth factors can stimulate bone formation
independently of mechanical loading and that both mechanical and biological stimuli function
synergistically (Hamrick et al., 2010). Indeed, blood flow to the limb is proportional to muscle mass
and ischemia delays fracture healing in mice (Kaji, 2013; Lu et al., 2007), but muscle is not only a
vascular supply for bone as fasciocutaneous tissue, a more vascularized system, was less effective in
fracture healing than muscle in mice (Harry et al., 2009). In fact, the muscle secretome consists of
several hundred secreted peptides and this provides a conceptual basis and a whole new paradigm for
understanding how muscles communicate with other organs, including bones. Investigation of the
C2C12 cells secretome during muscle differentiation allowed to identify more than 600 proteins,






including growth factors, cytokines and metallopeptidases (Henningsen et al., 2010). In a similar
study, 27 secretory proteins with a minimum of two tryptic peptides were identified (Chan et al.,
2007). Some of them are involved in extracellular matrix remodeling, cellular proliferation, migration,
and signaling. A putative network of proteins involving matrix metalloproteinase 2 (MMP-2),
osteonectin, and cystatin C that all interact with the transforming growth factor  (TGF-p) signaling
has thus been postulated to contribute toward a functional role in the myogenic differentiation
program. Those myokines were defined as “cytokines or other peptides that are produced, expressed
and released by muscle fibres” (Pedersen and Febbraio, 2012), even though they are not muscle-
specific (Hamrick, 2012). Many of those proteins produced by skeletal muscle are dependent upon
contraction; therefore, physical inactivity probably leads to an altered myokine response, which could
provide a potential mechanism for the association between sedentary behaviour and many chronic
diseases.

5.1.1. Growth factors

IGF-1 which positively regulates osteoblast function, is, mainly produced in the liver but expressed in
multiple extrahepatic tissues including bone and skeletal muscle (Huang et al., 2007; Ohlsson et al.,
2009; Schiaffino and Mammucari, 2011). IGF-1 is known to activate IGF-1R which acts through the
PI3K/Akt and the MAPK/ERK pathways (Bikle and Wang, 2011; Tahimic et al., 2013). It has been
shown that, IGF-1 is localized to the muscle-bone interface of the mouse forelimb (Hamrick et al.,
2010) and even if IGF-1 is expressed locally by osteocytes, some investigations provided evidence
that muscle IGF-1 can modulate bone metabolism (Lean et al., 1996; Sheng et al., 2013). Indeed,
during disuse muscle atrophy, electroporation and ectopic expression of IGF-I and/or Sonic hedgehog
(Shh) within the gastrocnemius/soleus muscle, not only attenuated the decrease of muscle fiber area,
muscle mass, and muscle mass density that normally occurs but inhibited parameters of osteopenia
within the tibia and fibula associated with hindlimb unloading as well (Alzghoul et al., 2004).
Moreover, localized overexpression of human IGF-1 in mice muscles caused muscle mass increase
and cortical bone parameters enhancement (Banu et al., 2003). Female knockout (KO) hepatocyte-
specific IGF-1 transgenic (KO-HIT) mice, which exclusively express IGF-1 in the liver, showed lower
trabecular bone volume per total volume (%BV/TV) than controls (p=0,09), and decreased trabecular
number (Tb.N) in the distal femoral metaphysic (Elis et al., 2011). This can be caused by the lack of
bone IGF-1 but possibly by the lack of muscle IGF-1 as well. IGF binding protein 5 (IGFBP-5) can
stimulate osteoblast activity and therefore enhance bone formation in OVX mice, at least in part, via
an IGF-1-independent mechanism (Andress, 2001; Coenen Schimke et al., 1999; Hoeflich et al., 2007,
Kaji, 2013; Miyakoshi et al., 2001). As a matter of fact, 6 IGFBP regulate the interaction of IGF-1
with its receptor (Ohlsson et al., 2009; Rajaram et al., 1997). IGFBP-2 binds to IGFs and prevents its
fixation to IGF receptors (Rajaram et al., 1997). Relative appendicular skeletal muscle mass (ASM)
(which is associated with a number of bone parameters in women like trabecular volumetric bone
mineral density at the femoral neck and spine) has been shown to be significantly inversely related to
serum IGFBP-2 levels (Lebrasseur et al., 2012). Indeed, high IGFBP-2 circulating concentrations were
associated with lower BMD in men and women (Amin et al., 2007).

Besides, basic fibroblast growth factor (bFGF or FGF-2) and its receptor are to be localized to the
muscle-bone interface and periosteum of the mouse forelimb, respectively (Hamrick et al., 2010). It
was shown that mechanically induced, sarcolemma wound-mediated FGF-2 release is an important
autocrine mechanism for transducing the stimulus of mechanical load into a skeletal muscle growth
response (Abraham et al., 1986; Clarke and Feeback, 1996; Clarke et al., 1993). Even if further
investigations are needed, FGF-2 could be an osteoinducer factor released by muscle. Intraosseous or
intravenous injections of FGF-2 stimulated bone formation in ovariectomized rats (Liang et al., 1999;
Nakamura et al., 1998). BMP-2 combined with low doses of FGF-2 (16, 80 and 400 ng) increased
osteoinductive activity while high doses of FGF-2 (2, 10 and 50 pg) were inhibitors (Fujimura et al.,
2002). This was consistent with the data published by Nakamura et al. (Nakamura et al., 2005)
showing that in vitro, low doses of FGF-2 (0,1 and 1 ng/mL), when pooled with BMP-2, increased the
expression of BMP receptor (BMPR)-1B, phosphorylated Smadl, Noggin, and osteocalcin (OCN),
contrary to high doses (10 and 100 ng/mL). Smad6 and Runt-related transcription factor 2
(Runx2/cbfal) mRNA increased dose dependently as well and proliferation was enhanced with high
doses of this growth factor.






5.1.2. Cytokines

The production and secretion of interleukin-6 (IL-6) by skeletal muscle has been reviewed by
Pedersen and Febbraio (Pedersen and Febbraio, 2012) and it was considered by Hamrick (Hamrick,
2012) as a myokine involved in the muscle-bone crosstalk. In a recent clinical study, in which 38
postmenopausal women with osteopenia were given bisphosphonate and calcitriol, baseline serum IL-
6 was negatively correlated to both handgrip strength and lumbar BMD. Even if both factors were no
more correlated to IL-6 level after the 6-months treatment, all 3 parameters evolved significantly: IL-6
decreased whereas lumbar BMD and handgrip strength increased (Park et al., 2013). Another member
of the IL-6 family cytokine, leukemia inhibitory factor (LIF) could also be a good myokine candidate
as it is expressed by different cells including myoblast and osteoblast (Malaval and Aubin, 2001) and
because its secretion by myoblasts was enhanced by exercise, which could impact periosteum
osteoblasts (Broholm et al., 2008; Sims and Johnson, 2012).

The cytokine IL-15 isoform with a 48 amino acids signal peptide is mostly expressed by skeletal
muscle and functions as a secretory signal peptide, the shorter 21 amino acids signal isoform being
preferentially expressed in tissues such as testis and thymus (Grabstein et al., 1994; Tagaya et al.,
1997). Transgenic mice with higher circulating levels of IL-15 were characterized by a higher BMC
(Quinn et al., 2009).

5.1.3. Myostatin

Growth differentiation factor-8 (GDF-8) or myostatin, a member of TGF-f3 superfamily, has been
identified specifically in developing and adult skeletal muscle (McPherron et al., 1997), where it is a
negative regulator of growth as GDF-8 null mice display bigger muscle, and myostatin overexpression
is responsible for muscle loss (Giannesini et al., 2013; Zimmers et al., 2002). Myostatin not only
impacts muscle mass but also muscle performance (Giannesini et al., 2013). Moreover, knocking out
myostatin significantly increased femoral and lumbar spine BMD in mice (Hamrick, 2003;
Montgomery et al., 2005). Ten years ago, Zimmers et al. (Zimmers et al., 2002) hypothesized that
myostatin had a role in the preservation of appropriate tissue mass. In skeletal muscle, myostatin binds
to activin receptor type IIB (ActRIIB) which leads to the regulation of the myogenic genes (Huang et
al., 2011; Langley et al., 2002). A treatment with the ActRIIB-Fc fusion protein, which binds
myostatin, caused a dose-dependent augmentation in N-terminal propeptide of type I procollagen
(PINP) serum levels in mice and BMD increase (Chiu et al., 2013). Myostatin, in muscle cells, can
activate the ERK1/2 cascade, modulate the Wnt pathways (repression of Wnt4 for example) and
stimulate the secretion of transforming growth factor- B1 (TGF-B1) (Steelman et al., 2006; Yang et al.,
2006; Zhu et al., 2007). Moreover, in vitro, myostatin expression is under the control of TGF-p1 and
IGF-1, through the activation of calcium-dependent transcription factors such as nuclear factor of
activated T cells (NFAT) and cAMP response element binding protein (CREB) (Valdes et al., 2013;
Zhu et al., 2007; Zuloaga et al., 2013). As these signaling pathways can be activated in bone cells,
these results seem promising for the inter-regulation of the bone by muscle. However, according to
Arounleut et al. (Arounleut et al., 2013), the role of myostatin on mature and intact bone could be
limited. Indeed, the impact on bone accretion can be elicited via muscle, and to date whether myostatin
action on bone is direct or indirect remains unclear (Buehring and Binkley, 2013). To our knowledge,
nothing has been published on the effect of myostatin on cultured osteoblasts or osteoclasts. Myostatin
impact seems limited to the control of the osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells during
mechanical stimulation or fracture healing (Cho et al., 2002; Elkasrawy et al., 2012; Hamrick et al.,
2007). Myostatin mRNA expression in mice tibias is undetectable before fracture, and highly
expressed the day after (Cho et al., 2002) and although myostatin deficiency increases muscle mass
and bone strength, it does not prevent muscle and bone catabolism with unloading (Hamrick et al.,
2007).

5.1.4. Other molecules

Using fibrodysplasia ossificans progressiva disorder in which muscle tissue is gradually replaced by
bone to search for muscle-derived bone anabolic factors, Tanaka et al. identified osteoglycin (OGN), a
protein produced in myoblastic cells which enhances bone formation parameters in osteoblasts,
FAMS5C, whose role in bone remains unknown and Tmem119, whose expression increases during
osteoblast differentiation (Kaji, 2013; Tanaka et al., 2012a; Tanaka et al., 2012b; Tanaka et al., 2012c).






Stable overexpression of OGN in MC3T3-E1 cells was shown to suppress the expression of Runx2
and Osterix mRNA and stimulate that of ALP, Coll, and OCN, the levels of Coll and B-catenin
proteins, mineralization, as well as Smad3/4-responsive transcriptional activity. The enhanced levels
of Coll mRNA by OGN in osteoblasts were suggested to involve ERK1/2 (Tanaka et al., 2012b). In
the same way, conditioned medium from C2C12 cells overexpressing FAMSC was associated with
increased levels of osterix, ALP and OCN mRNA in MC3T3-El1 cells, while supressed-FAMS5C
expression inhibited those parameters (Tanaka et al., 2012¢). In Tmem119-overexpressing C2C12
cells, protein levels for osteoblast differentiation markers such as Runx2, Osterix, and ALP, as well as
ALP and OCN mRNA were elevated and mineralization was induced as compared to what was
observed in empty vector-transfected cells (Tanaka et al., 2012a). Moreover, Tmem119 was shown to
stimulate the differentiation of myoblasts into osteoblasts through the induction of BMP-2 downstream
of Runx2 and Osterix, among other pathways, and to suppress the differentiation of myoblasts into
myotubes.

These experiments allowed the discovery of more molecules such as osteoactivin, which stimulates
bone remodeling (Sondag et al., 2013; Tanaka et al., 2012a). Osteoactivin is upregulated under
unloading conditions in muscle and also expressed in osteoclasts and osteoblasts (Abdelmagid et al.,
2008; Nikawa et al., 2004; Sheng et al., 2008) and its expression is regulated by BMP-2 through the
Smad-1 signaling pathway (Abdelmagid et al., 2007). It enhanced osteoblast ALP activity and
mineralization and OCN production and calcium deposition were inhibited by anti-osteoactivin
antibodies (Selim et al., 2003). An important fact is that osteoactivin overexpression in C2C12 cells
downregulated MyoD and myogenin protein levels and upregulated ALP protein level and activity, as
well as Runx?2 protein synthesis. This transdifferentiation of myoblasts into osteoblasts took place
under the control of focal adhesion kinase (FAK) signaling (Sondag et al., 2013). Finally, other
molecules have been identified as good candidates: osteonectin, FGF-21, follistain like-1, MMP-2,
myocytes enhancer factor 2C (MEF2C) and peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator-
la (PGC-1a), BMP-1, osteocrin (also named musclin) but too little information is available for the
moment.

5.2. Bone to muscle

The lacunocanicular system is connected to the vascular system so bone-secreted molecules can be
released into the bloodstream (Ciani et al., 2009; Dallas et al., 2013). Both osteoblasts and osteocytes
were shown to secrete osteokines.

5.2.1. Osteocyte-secreted molecules

MLOY4 osteocyte-like cell conditioned medium, which was shown to contain 3 osteocyte-secreted
factors, PGE2, sclerostin and monocyte chemotactic protein-3 (MCP-3), was able to accelerate
myogenic differentiation of C2C12 myoblasts and this was linked to significant modifications in
intracellular calcium homeostasis (Mo et al., 2012). PGE2 can activate the B-catenin pathway via the
stimulation of PI3K in osteocyte in response to fluid shear stress (Kamel et al., 2010; Kitase et al.,
2010) and it has been shown that inhibiting PI3K in skeletal muscle derived stem cells can increase the
expression of Runx2 and Osterix and enhance mineralization, even if ALP activity is decreased (Payne
et al., 2010). Moreover, MLO-Y4 cells exposed to mechanical loading produced various factors, such
as IGF-1, vascular endothelial growth factor (VEGF) and hepatocyte growth factor (HGF), which may
regulate muscle growth (Juffer et al., 2012; Kaji, 2013).

Besides, pulsating fluid flow upregulated gene expression of Wnt3a, c-jun, connexin 43, and CD44 in
MLO-Y4 osteocytes and downregulated gene expression of Wnt5a and c-jun in MC3T3-E1
osteoblasts. This was suppressed by the Wnt antagonist secreted frizzled related sequence protein 4
(sFRP4), suggesting that loading activates the Wnt canonical pathway through functional Wnt
production, but also by the nitric oxide (NO) inhibitor L-NAME (Santos et al., 2009). In C2C12 cells,
Wnt3a was found to enhance the expression of myoD and myogenin and the size of the myotubes and
therefore to promote myogenesis (Romero-Suarez et al., 2011). Sclerostin which is a suppressor of the
canonical Wnt/B-catenin signal which is mainly produced by osteocytes but also by osteoblasts and
impacts osteoblastic differentiation (Semenov et al., 2005; van Bezooijen et al., 2007; Winkler et al.,
2003) has thus been identified as a factor which could link bone to muscle during exercise (Kaji,






2013), even if Mo (Mo et al., 2012) showed that it did not impact C2C12 myogenesis. As a matter of
fact, during weight loss in obese adults, the increase in sclerostin levels which occurs in volunteers
subjected only to diet was prevented by adding exercise (Armamento-Villareal et al., 2012). In rats,
hindlimb unloading increased sclerostin-positive osteocytes. Adding resistance training leaded to
diminish the number of these cells but not to the control level (Macias et al., 2012).

5.2.2. Osteoblast-derived molecules

OCN is an osteoblast-derived hormone, which has a unique known receptor: G protein—coupled
receptor (GPCR). GPRC6a mechanisms are inhibited by the embryonic stem cell phosphatase (Esp)
tyrosine phosphatase (Karsenty and Oury, 2012; Oury et al., 2011). An indirect effect of OCN on
muscle is that it improves sensitivity to insulin (Lee et al., 2007). Moreover, intermittent injections of
OCN conducted to the increase of mitochondria number and area in mice, which is said to increase
energy expenditure (Ferron et al., 2012). Karsenty and co-workers presented new results on the impact
of OCN on muscle during the 2012 ASBMR meeting (Abreu et al., 2012). Using ocn-/-, esp -/- and
gprc6ba -/- female mice, they provided evidence of a modulation of muscle mass, function and
regeneration by OCN. Indeed, ocn -/- and gprc6a -/- mice had a reduced muscle mass, whereas esp -/-
mice had increased muscle mass. To test muscle function, running experiments were conducted, and
running distance, maximum speed and time on treadmill were all reduced in OCN null mice.
Moreover, a specific osteoblast specific knockout of OCN also exhibited reduced muscle function.
Finally IGF-1 can be produced by bone cells (osteoblasts as well as osteocytes) and it is well known
for its activation of the PI3K/Akt pathway in skeletal muscle (Schiaffino and Mammucari, 2011). To
identify the specific role of bone IGF-1 relative to systemic IGF-1, IGF-1 was deleted in cells
expressing collagen type 1a2. This led to a reduction of 70% in bone IGF-1 whereas serum levels were
identical to that of controls (Govoni et al., 2007). A fivefold decrease in IGF-I expression was also
observed in muscle even if Collal and iCre expression were much lower compared to bone. In
osteocyte-IGF-1-conditional KO mice, IGF-1 mRNA expression was significantly reduced by 65% in
bones and by 59% in muscles as well (Sheng et al., 2013), although the reduction in muscle was not
significant, and no differences in muscle fiber morphology, size or number of nuclei was observed.
Tahimic et al. (Tahimic et al., 2013), in a recent review, also concluded that muscle and bone share
similar IGF-1 responsive gene networks as osteoprogenitor igf-1r (**™“igf-1r) and cartilage (“"'igf-
Ir) conditional KO displayed both impaired muscles and skeleton.

6. Cartilage, the third agent

Bone and muscle form a unit but are also part of an organism. Cartilage is a good candidate for a
larger system as it shares the mesenchymal stem cell origin with bone and muscle and is located in
close proximity, which allows a possible paracrine communication.

Cartilage has a central role in locomotion. In each limb, joints allow the flexibility necessary for body
motion and locomotion (Campbell and Reece, 2004). This is why Rittweger (Rittweger, 2008)
suggested that joint-size is the ‘third agent’ of the bone-muscle unit and proposed appropriate peak
joint forces and adapted size of the joint as leads to pursue research. As sarcopenia and osteoarthritis
share common pathological pathways, treating the 2 diseases at the same time is promising (De
Ceuninck et al., 2013). Moreover, Wnt, BMP, TGF- and MAPK signaling pathways are thought to
participate in the bone-cartilage crosstalk (Hopwood et al., 2007; Sharma et al., 2013).

Chondrocytes cultured together with C2C12 muscle cells as well as in muscle cell-conditioned
medium had enhanced cartilage matrix production (Cairns et al., 2010a). Moreover, these
chondrocytes were able to resist to IL-1 and TNF-a-induced cartilage damage (Cairns et al., 2010b).
Therefore, such data allowed to think that muscle secrete molecules which play a role in chondrocytes
metabolism.

As myostatin is expressed directly after fracture, the impact of this molecule on the recruitment of
mesenchymal cells to promote chondrogenesis in early healing was proposed (Cho et al., 2002). Its
receptor (ActRIIB) is expressed in cultured chondrocytes (Funaba et al., 2001). Myostatin treatment of
bone marrow-derived mesenchymal stem cells induced a decrease in chondrogenic differentiation
markers, while myostatin deficiency significantly increased the proliferation of epiphyseal growth
plate chondrocytes by 35% (Elkasrawy et al., 2011). Dickkopf-1 (DKK-1), which is a regulatory
molecule of the Wnt pathway, secreted, among other sources, by chondrocytes (Fedi et al., 1999; Oh






et al., 2012), has been shown to contribute to bone loss. Anti—-DKK-1 antibody were able to induce a
dose-dependent decrease in the number of osteoclasts (Diarra et al., 2007). A third example is the
Indian Hedgehog (Ihh) which is expressed by chondrocytes during myogenesis (Bren-Mattison et al.,
2011; Vortkamp et al., 1996). Ihh "~ mice exhibit an impaired osteoblast development in endochondral
bones and reduced muscle mass, independently of bone length (Bren-Mattison et al., 2011; St-Jacques
et al., 1999).

7. The adipose tissue is also involved in the control loop

The key role of adipose tissue on both skeletal muscle and bone cannot be ignored. Indeed, adipocytes,
myoblasts and osteoblasts derive from the common mesenchymal stem cells (Migliaccio et al., 2011),
adipose tissue is an endocrine tissue, an energy reservoir (Migliaccio et al., 2011) and produces
aromatase, responsible for a key step in the biosynthesis of estrogens (Perel and Killinger, 1979). This
is why the role of fat in muscle-bone interactions is one of the main questions raised in a recent
ASBMR workshop (Bonewald et al., 2013).

Leptin, which suppresses appetite, was the first adipokine identified (Friedman and Halaas, 1998;
Zhang et al., 1994). Its impact on bone is still controversial, having a direct stimulatory effect on bone
and an indirect opposite effect via the central nervous system (for review see (Naot and Cornish,
2014)). In skeletal muscle, leptin is capable of enhancing energy consumption through the activation
of AMP-activated protein kinase (AMPK) (Pedersen and Febbraio, 2008; Trayhurn et al., 2011).
Numerous studies have been conducted on the impact of adiponectin and bone as well and the
majority of reports have indicated a negative effect (Holecki and Wiecek, 2010; Naot and Cornish,
2014). Adiponectin has a metabolic protective effect on skeletal muscle, as it promotes glucose and
fatty acids homeostasis (Liu and Sweeney, 2014) while adiponectin deficiency leads to insulin
resistance (Karpe, 2013). IL-6, which is produced by skeletal muscle as mentioned above, is also
secreted by adipose tissue (Migliaccio et al., 2011). Therefore, it has been qualified as an adipo-
myokine in a recent review (Trayhurn et al., 2011). Acute increase of IL-6 levels has a positive effect
on skeletal muscle cell insulin sensitivity (Weigert et al., 2005). However, chronically increased 1L-6
levels are detrimental as they are associated with insulin resistance (Trayhurn et al., 2011). Moreover,
IL-6 is widely recognized as a bone resorption factor (Holecki and Wiecek, 2010).

Myostatin appears to be a key factor in the integrated physiology of muscle, fat, and bone, as well. It is
unclear whether it directly affects fat and bone, or indirectly via muscle, nevertheless, in parallel of
increasing skeletal muscle mass and bone formation, inhibition of myostatin also decreases fat mass
(Buehring and Binkley, 2013). Moreover, increased myostatin levels have been found in obesity and
levels decrease after weight loss from caloric restriction.

Finally, the potential role of visfatin and resistin has also been discussed by Holecki and Wiecek
(Holecki and Wiecek, 2010), Scotece et al. (Scotece et al., 2014) and Naot and Cornish (Naot and
Cornish, 2014), but the authors concluded that more studies are needed before final conclusions can be
drawn.

All those data explain why there is growing evidence for a negative impact of excess adipose tissue on
bone metabolism, with a preferential differentiation of mesenchymal stem cells into adipocytes at the
expense of osteoblasts and an enhanced production of pro-inflammatory cytokines (Cao, 2011).
Identically, excess of adipose tissue alters skeletal muscle metabolism by increasing insulin resistance
and lipotoxicity (Karpe et al., 2011).
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Figure 1: Molecular interactions between bone, skeletal muscle, cartilage and adipose tissue.

The secreted molecules from muscle (light gray), bone (dark gray), cartilage (white) and adipose tissue (black) are
represented by circles. The arrows outline regulation pathways. ¥, €, t and Q symbolize the effect of FAMSC, Tmem119,
osteoglycin and osteoactivin respectively on the expression of Runx2, osterix, ALP, Coll and OCN.

Akt, protein kinase B; ALP, alkaline phosphatase; BMP-2, bone morphogenetic protein-2; Coll, type I collagen; DKK-1, Dickkopf-1;
ERK1/2, extracellular-signal-regulated kinase 1/2; ERKS, extracellular-signal-regulated kinase 5; FGF-2, basic fibroblast growth factor;
GPRC6a, G protein—coupled receptor 6a; IGF-1, insulin-like growth factor-1; IGFBP-2, IGF binding protein 2; IGFBP-5, IGF binding
protein 5; Thh, Indian Hedgehog; IL-6, interleukin-6; IL-15, interleukin-15; LIF, leukemia inhibitory factor; MAPK, mitogen-activated
protein kinase; OCN, osteocalcin; PGE2, Prostaglandin E2; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; Runx2, Runt-related transcription factor 2;
TGF-B, transforming growth factor f.

8. Lessons to be learned from specific physiological situations

8.1. Ageing

Ageing is associated with a decline in muscle and bone functions leading to sarcopenia and
osteoporosis, respectively. Sarcopenia is defined by the age-related alteration of muscle mass and
function (Bijlsma et al., 2012; Boirie, 2009; Dardevet et al., 2012), while osteoporosis is “a systemic
skeletal disease characterized by low bone mass and microarchitectural deterioration of bone tissue
with a consequent increase in bone fragility and susceptibility to fracture”(Bijlsma et al., 2012;
Conference report, 1993; Kanis et al., 2008; Klibanski et al., 2001). Recent studies have reinforced the
connection between these 2 chronic age-related pathologies which share common dysregulation
patterns: decline in serum estrogen, androgen, IGF-1, increased level of pro-inflammatory cytokines
(IL-6 and TNF-a) and possible common genes modifications (reduced Akt levels have been related to
both Type II muscle fiber atrophy and osteoporosis (Joseph et al., 2005; Karasik, 2011; Terracciano et
al., 2013). Indeed, in the Kuopio Osteoporosis Risk Factor and Prevention study, the Osteoporosis
Fracture Prevention study and the STRAMBO study, grip strength was shown to be an indicator of
osteoporosis (Rikkonen et al., 2012; Sjoblom et al., 2013; Szulc et al., 2013). Moreover, in another
clinical study involving 1397 Korean men, sarcopenia was associated with lower T-scores at the
lumbar spine, total femur, and femur neck and importantly, with impaired quality of life (Go et al.,
2013). This is why a new tool has even been defined under the term dysmobility syndrome to
diagnosis both pathologies (Binkley et al., 2013). Interestingly, it has recently been shown that
ovariectomy, a classical model of menopause, alters both bone and muscle metabolisms in rats
(Tagliaferri et al., 2014). Ovarian ablation was associated with decreased bone mineral density and
impaired microarchitecture. In skeletal muscle, a reduction in the protein synthesis rate associated with
a decline in MuRF1 gene expression, a ubiquitin ligase involved in protein degradation, were
observed, suggesting a reduced muscle protein turnover.

As a matter of fact, an important consequence of locomotor disability is falls and fractures. Falls are
generally due to multiple factors: vitamin D deficiency, impaired cognition, strength, balance and gait,
multiple medical prescriptions, and environmental hazards (Fraix, 2012; Tinetti, 2003). Fall-related
fractures can be caused by the reduction in muscle mass and strength or by osteoporosis itself as






usually when BMD is reduced, relatively higher mechanical load is exerted on trabecular bone in
osteopenic and osteoporotic subjects (Boirie, 2009; Bukhari, 2009; Kanis, 1994; Kanis et al., 1994;
Ma et al., 2013; Oden et al., 2012). Falls and fractures lead to the reduction of independence and an
impaired quality of life (Tappenden et al., 2012).

8.2. Nutrition facts

Sarcopenia and osteoporosis are often associated with malnutrition which leads to a vicious circle
promoting the frailty situation. According to Agarwal et al. (Agarwal et al., 2013), 23 to 60% of
hospitalized elderly patients are malnourished. Besides, based on a Spanish study, 25.4% of
community-dwelling older adults are at risk of malnutrition, while 4.3 % are undernourished (Cuervo
et al., 2009). In Australia, in such a community, 38.4% are at risk of undernutrition, and 4.8%
malnourished (Visvanathan et al., 2003).

If the primary role of diet is to provide sufficient nutrients to meet the metabolic requirements of an
individual, there is an emerging rationale to support the hypothesis that, by modulating specific target
functions in the body, it can help to achieve optimal health. Regarding osteoporosis prevention, the
main goal is to provide enough bioavailable amounts of constitutive elements such as proteins and
calcium (Coxam et al., 2008; Nieves, 2013). The nutritional strategy for preventing sarcopenia is
based on protein intakes (Bauer et al., 2013; Deutz et al., 2014; Walrand et al., 2011). Besides,
because calcium is critical to achieve optimal peak bone mass and modulate the rate of bone loss
associated with ageing and because it is the most likely to be inadequate in terms of dietary intake,
every strategy targeting an improvement of bioavailable calcium is very interesting. Indeed, if it is
inadequate during growth, the full genetic program for skeletal mass cannot be achieved, then, if
calcium intake is not enough to offset obligatory losses, acquired skeletal mass cannot be maintained
(Heaney, 2003) given the small metabolic pool of calcium, circulating concentration is mainly
maintained at the expense of skeletal compartment, i.e. from an increased bone resorption (Cashman,
2002). In fact, given its low absorbability, the prospect of finding substances that might improve its
bioavailability has enticed many scientists. Vitamin D can help to optimize its absorption (Klibanski et
al., 2001; Lee et al., 2013). This is why, many metaanalysis showed that vitamin D in addition to
calcium can reduce the risk of hip fracture (Bischoff-Ferrari et al., 2012; Boonen et al., 2007).
Interestingly, those nutrients, especially proteins and more recently vitamin D, have been
acknowledged to be essential for muscles as well. Protein intake is associated with less lean mass loss
in people aged from aged 70 to 79 years old (Houston et al., 2008), while protein quantity but also
quality can prevent muscle loss progression (Boirie, 2009; Gryson et al., 2013). Importantly, calcium
absorption was enhanced when dietary protein increases from 10% to 20% of energy in healthy
postmenopausal women (Hunt et al., 2009), and calcium seems essential to the beneficial effect of
protein on bone health (Mangano et al., 2014). As far as vitamin D is concerned, better lower-
extremity function is associated with 25-hydroxyvitamin D concentrations between 40 and 94 nmol/L
whereas, physical performance being impaired below 50 nmol/L (Bischoff-Ferrari et al., 2004;
Wicherts et al., 2007). At least 60 nmol/L has to be achieved in serum to reduce the risk of falling
(Bischoff-Ferrari et al., 2009). In vitro, 10,25-dihydroxyvitamin D3 has been shown to enhance
mineralization in osteoblasts and to promote myogenic differentiation (Garcia et al., 2011; van Driel et
al., 2006). Finally, leaving those well studied nutrients aside, the concept of a healthy diet providing
adequate amounts of other constituents (including various potent micronutrients or specific fatty acids)
deserves mention for both targets (Barillaro et al., 2013; Boirie et al., 2014; Coxam et al., 2008; Cruz-
Jentoft et al., 2014; Nieves, 2013; Puel et al., 2007; Wauquier et al., 2009; Welch, 2014).

8.3. Space flight and weightlessness

Trappe (Trappe, 2009) made a connection between bone and muscle loss caused by microgravity over
several months and by ageing over decades. The most common example of alteration is the atrophy of
muscle and the loss of bone during space flight (LeBlanc et al., 2000).

In 9 crewmembers with an exercise prescription, both soleus and gastronecmius volume decreased (-
15 £2% and - 10 £ 2%, respectively ; peak power being 32% lower (P < 0.05)), after 6 months aboard
the International Space Station. Furthermore, there was a 12-17% shift in myosin heavy chain
phenotype of the gastrocnemius and soleus with a slow-to-fast fiber type transition (Trappe et al.,
2009). In the same way, after a 5 (n=3) or 11 (n=5) days space travel, mean cross-sectional fiber areas






(measured on vastus lateralis biopsies) were 11 to 36% smaller and there were 6 to 8% fewer type I
fibers (Edgerton et al., 1995). Similar results were observed in human soleus biopsies (Widrick et al.,
1999). The impacts of microgravity on muscle: atrophy and decline in peak force have been
summarized in Fitts’ review (Fitts et al., 2001). In vitro embryonic avian muscle cells protein synthesis
rate decreased, without any impairment of protein degradation, after 9 to 10 days aboard the Space
Transportation System (Vandenburgh et al., 1999). This was speculated to be exacerbated in vivo as
altered circulating levels of factors such as growth hormone, glucocorticoids, or anabolic steroids,
were likely to also occur in such a situation.

With regards to the skeleton, space travel also slowed down bone formation (Doty, 2004; Lang et al.,
2006; Wronski et al., 1987), while histological indexes of bone resorption were normal in rats, even
though biochemical markers of resorption were elevated during space flight (McCarthy, 2011;
Wronski et al., 1987). An in vitro study carried out in osteoclasts from murine bone marrow confirmed
that bone resorbing cells and their precursors are direct targets for microgravity (Tamma et al., 2009).
Moreover, mechanisms of osteoclastogenesis, which was doubled for osteoclasts subjected to modeled
gravity (mXg) in rotary cell culture system for 24 h compared to normal gravity control (Xg), have
been studied (Sambandam et al., 2010). Space travel bone loss (increased resorption coupled with
decreased formation) is atually similar to that observed in postmenopausal osteoporotic women
(McCarthy, 2011). An important fact is that the severity of bone demineralization and muscle atrophy
generally increases with space flight duration (Meck et al., 2009).

Long-term bed rest has similar impacts on the locomotor system and is used to simulate the
physiological changes which may occur in the microgravity environment (Alkner and Tesch, 2004;
Droppert, 1993). Head-down tilt bed rest is another model, also used as a space flight model (Morgan
et al., 2012; Spector et al., 2009; Wang et al., 2012).

Indeed, bed rest decreases muscle force production as well as skeletal muscle volume and muscle
cross sectional area (Belavy et al., 2009; Bloomfield, 1997; Stuempfle and Drury, 2007). Skeletal
muscle is even impaired at the cellular level: fiber size and diameter are reduced, as is capillarity
(Krasnoff and Painter, 1999). In the same way, Ferrando et al. (Ferrando et al., 1995) measured a
significant decrease in segmental thigh muscle volume (approximately 3,0%, p < 0,05) after 7 days of
bed rest. In another experiment conducted by Ferrando et al. (Ferrando et al., 1996), inactivity
resulted in a loss of body protein which was predominantly due to a decrease in muscle protein
synthesis both at the skeletal muscle and whole body levels. Protein breakdown did not change
significantly.

As a matter of fact, bone is also affected by immobilization, its mineral density being reduced
(Krasnoff and Painter, 1999). Such loss in bone mass could be explained by removal of the
compressive forces on the skeleton (Morgan et al., 2012; Stuempfle and Drury, 2007; Wang et al.,
2012). According to the short time bed rest clinical trial conducted on 12 subjects by Morgan et al.
(Morgan et al., 2012), a 20% increase in urinary markers of bone resorption was observed (P < 0.001).
In the same way, in an eight weeks bed rest trial performed on 20 healthy men (Berlin Bed-Rest
Study), increase in the bone resorption marker collagen type 1 cross-linked C-telopeptide (CTX) was
observed within 3 days (Armbrecht et al., 2010). Consequently, under conditions of disuse, a decline
in bone strength is preceded by a decline in muscle mass (Burr, 1997; Lloyd et al., 2013). The
coupling between diminished bone mass and muscular strength increases the risk of fractures
(Stuempfle and Drury, 2007). Furthermore, Bloomfield (Bloomfield, 1997) pointed out that muscle
mass and strength are regained weeks or months before bone mass, which also contributes to the risk
of fractures.

Those experimental conditions help to understand the mechanisms underlying those processes of both
osteopenia and sarcopenia and to set up new strategies (resistive exercise, electrostimulation, nutrition)
to limit astronauts’ muscle and bone losses (Armbrecht et al., 2010; Belavy et al., 2009; Brooks et al.,
2010; Mayr et al., 1999; Rittweger et al., 2005; Smith et al., 2012).

9. Conclusion

Numerous studies have reinforced the bone-muscle unit hypothesis. Mechanical and metabolic
relations have been identified. Skeletal muscle is thought to control bone mass and mineral density by
mechanical loading which promotes bone metabolism through the activation of signaling pathways,
triggered, in majority, in osteocytes. Moreover, osteoinducer (IGF-1, FGF-2, IL-15, OGN, FAMS5C,






Tmem119, osteoactivin) and osteoinhibitor (IL-6 and myostatin) myokines have been identified in
skeletal muscle cells. Besides, bone cells have been found to secrete PGE2, Wnt3a, OCN and IGF-1,
which are thought to have myoinducer properties, and sclerostin which could impair muscle
metabolism. The roles of cartilage and adipose tissue are not to be forgotten has they can potentially
affect bone and muscle and can in turn be affected by these tissues. Indeed, chondrocytes secrete
DKK1, an osteoinhibitor molecule and Ihh which can promote both muscle and bone metabolisms.
Adipocytes can modulate bone and muscle via the secretion adiponectin, leptin and IL-6. Moreover,
myostatin seems to play a central role in cross-linking these tissues, as it can negatively impact
muscle, bone and cartilage and promote adipose tissue. Other metabolic mechanisms such as
inflammation are involved in the development of osteoporosis and sarcopenia, pathologies affecting
bone and muscle respectively. Studies on space-flight and bed-rest allowed the identification of
mechanisms underlying the processes of both osteopenia and sarcopenia. The beneficial impact of
physical exercise and a balanced diet, including key ingredients as proteins, calcium, vitamin D and
various potent micronutrients or specific fatty acids, seems essential. Further investigations are needed
to fully understand the mechanisms involved between bone and skeletal muscle, in order to develop
new strategies to counteract the development of both osteoporosis and sarcopenia.
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