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ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a joint disease with high prevalence and significant
socio-economic impact. This disease affects humans but also dogs. Nowadays, no
cure exists, and the pharmacological treatment is limited to symptoms alleviation.
Unfortunately, the use of some pharmacological treatment may be associated with

detrimental effects, especially after long-term use.

In this context, there is a real need of new therapeutics targets and of safe and
efficient therapies. Some positive beneficial effects have been highlighted with
nutraceuticals in the course of OA. The objectives of this study were to select some
nutraceuticals showing synergistic beneficial effects on chondrocytes metabolism, to
investigate their in vitro mechanisms of action and to evaluate the effects of these

nutraceuticals in vivo in OA dogs.

In the first part of this work, we evaluated nutraceuticals effects in vitro on key
pathways implicated in chondrocytes metabolism. We also identified new
nutraceuticals targets by using genomic approach. In the second part, we studied the

effects of these nutraceuticals in vivo in OA dogs.

In vitro, we showed that curcuminoids extract, hydrolysed collagen and green tea
extract acted synergically to inhibit inflammatory, catabolic and anabolic mediators’
synthesis. Genomic analyses demonstrated that the expression of many genes

implicated in OA specific key pathways was affected by these three nutraceuticals.

Dog study highlighted that the mixture of the three nutraceuticals had no adverse

effect and improved algo-functional status of OA dogs.

These findings give a supplementary scientific rationale for the use of these

nutraceuticals in the management of OA.
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Objectifs généraux

1 OBIJECTIFS GENERAUX

L’arthrose est une pathologie articulaire complexe d’origine plurifactorielle
dont la prévalence est élevée et le retentissement socio-économique important. A ce
jour, il n’existe pas de traitement permettant de guérir cette maladie ou d’interagir
considérablement avec sa progression. Les traitements pharmacologiques actuels se
concentrent sur la prise en charge des symptomes de I'arthrose, mais ne modifient
pas sensiblement I’évolution naturelle de la pathologie. Ils visent a réduire la douleur,
le principal symptome de I'arthrose. Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS)
et le paracétamol restent fréquemment prescrits par les médecins. Néanmoins, ces
traitements sont généralement associés a des effets indésirables limitant leur

utilisation a long terme.

Dans ce contexte, il est urgent d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
et de développer une thérapie alternative plus saine et plus efficace. Celle-ci pourrait
provenir de la nutrition. En effet, outre le fait que I'arthrose soit une maladie
chronique, la nutrition peut fournir des bénéfices a long terme. Beaucoup d’extraits
nutritionnels ont déja été étudiés, avec différents niveaux de validité scientifique.
L'attractivité d’une nutrition adaptée se trouve aussi dans le fait qu’elle est exempte
d’effets secondaires néfastes, contrairement aux traitements pharmacologiques. Par

ailleurs, I'absence de traitement renforce I'importance de la prévention.

En outre, I'arthrose ne touche pas uniguement les humains, mais également
les animaux et, notamment, les chiens. En effet, 20 % des chiens agés de plus d’un an
présentent de I'arthrose, a des stades de sévérité variés. Comme chez I’humain,
I'arthrose canine s’accompagne d’une perte de la mobilité articulaire et d'une

sédentarisation progressive.
Les objectifs de notre travail étaient :

- de sélectionner des actifs nutritionnels présentant des effets synergiques
sur le métabolisme des chondrocytes. La sélection a été réalisée en tenant
compte non seulement de I'activité biologique de ces actifs, mais aussi des

contraintes réglementaires, d’industrialisation et de production ;
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- d’étudier in vitro les mécanismes d’action des actifs nutritionnels sur le
métabolisme des chondrocytes ;
- d’évaluer in vivo les effets d’un mélange d’actifs nutritionnels chez des

chiens souffrant d’arthrose.

Cette these a été financée par Royal Canin SAS dans le but de mettre au point
un nouvel aliment, destiné aux chiens souffrant d’arthrose et se différenciant par
rapport aux autres alimentations canines déja présentes sur le marché. Elle s’inscrit

par conséquent dans un contexte a la fois académique et industriel.
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2 INTRODUCTION GENERALE

2.1 L’articulation synoviale

2.1.1 Anatomie

Selon le dictionnaire de la langue francaise Larousse, I'articulation est définie
en anatomie comme étant la « région de contact entre deux pieces dures, assurant
la mobilité relative de ces deux pieces ou leur emboitement en position fixe ». La
juxtaposition se réalise généralement entre deux extrémités osseuses ou entre un os
et une dent. Les articulations peuvent étre classées selon leur fonction ou selon leur
morphologie. La classification morphologique des articulations s’effectue selon leur
composition. On distingue les articulations fibreuses, composées de tissu fibreux (par
exemple gomphose entre un os et une dent), les articulations cartilagineuses, réunies
par du cartilage (par exemple les articulations intervertébrales) et enfin, les
articulations synoviales, composées d’une capsule fibreuse contenant du liquide

synovial (par exemple I'articulation du genou).

L’articulation synoviale est constituée de divers tissus interagissant entre eux.
La capsule articulaire est une enveloppe fibreuse entourant |'articulation. La
membrane synoviale tapisse la face interne de la capsule et circonscrit, avec le
cartilage articulaire, le volume de la cavité articulaire. Le liquide articulaire ou liquide
synovial est sécrété dans la cavité articulaire par la membrane synoviale. Le cartilage
articulaire constitue le revétement des extrémités osseuses. L’os situé directement
sous le cartilage est appelé os sous-chondral (Figure 1). Des ligaments latéraux et des
ligaments intra-articulaires aident a stabiliser I’articulation. Il existe parfois au sein de
certaines articulations des fibrocartilages (tels que le ménisque) qui s’interposent
entre les surfaces cartilagineuses et favorisent la congruence des surfaces articulaires
[1]. Les différents tissus établissant I’articulation synoviale possedent des roles et des
propriétés spécifiques sans lesquels la fonction et I'intégrité de I'articulation seraient

perdues.
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Figure 1. Structure générale d’une articulation synoviale. Adapté d’aprées Campbell et Reece, 2006

[2].
L’articulation synoviale est généralement caractérisée par une grande
mobilité. La majorité des articulations du corps humain (épaule, coude, hanche,

genou) appartiennent a ce type d’articulations [1].

2.1.2 Le cartilage articulaire

2.1.2.1 Origine, caractéristiques et physiologie

Le cartilage est un tissu conjonctif, issu des cellules mésenchymateuses, qui
possede plusieurs particularités structurelles et fonctionnelles. Le cartilage qui
recouvre les extrémités osseuses au sein des articulations synoviales est du cartilage
hyalin. Le cartilage hyalin sain possede un aspect blanc, lisse, brillant et [égerement
translucide. Son épaisseur est d’environ 2,4 mm, mais peut varier selon les
articulations [3]. Le cartilage des articulations synoviales posséde deux fonctions

principales :

- la fonction statique dont les objectifs sont d’assurer une répartition
harmonieuse des pressions qui s’exercent sur 'articulation, d’amortir les
chocs et les contraintes subies et, par conséquent, de résister aux pressions
et forces de cisaillement importantes [4] ;

- lafonction dynamique, assurée en association avec le liquide synovial, dont
I'objectif est de diminuer les forces de friction qui se manifestent lors du
déplacement des pieces osseuses [5].

La perméabilité du cartilage a une grande importance, car elle influence sa

nutrition [6]. La nutrition du cartilage se fait par imbibition du liquide synovial et grace
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aux vaisseaux de I'os sous-chondral [7]. A I’état adulte sain, le cartilage est un tissu

extrémement quiescent.

Une des particularités du cartilage articulaire est qu’il est dépourvu de
vaisseaux sanguins et lymphatiques et de structures nerveuses [5]. Par ailleurs, il est
constitué d’un seul type de cellules spécialisées, les chondrocytes, enchassés dans la

matrice extracellulaire.

2.1.2.2 Constitution

2.1.2.2.1 Chondrocytes

Le cartilage articulaire est composé d’un seul type cellulaire, les chondrocytes.
lls occupent 1 a 10 % du volume du cartilage [3, 8]. Le chondrocyte est de forme
sphérique ou ovoide et mesure de 30 a 40 um de diametre. La densité cellulaire varie
en fonction du type d’articulation, de la localisation des cellules au sein du cartilage
et selon I’dge de I'individu. Elle a été évaluée a 9626 cellules par mm?3 [3, 8]. Au cours
du vieillissement, la densité cellulaire diminue progressivement [8]. Les chondrocytes
possedent tous les organites nécessaires a la synthése et a la maturation de protéines
a destinée intra- et extracellulaire : un noyau volumineux, des mitochondries, des
ribosomes, un réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi et des vacuoles
lysosomiales. Il n’existe pas de contact intercellulaire direct au sein de la matrice
cartilagineuse [1]. Cependant, les chondrocytes sont capables de répondre a des
stimuli variés, incluant des facteurs de croissance, des charges mécaniques, des
stimuli piézoélectriques et des pressions hydrostatiques [5]. Malheureusement, les
chondrocytes sont incapables de se multiplier, ce qui contribue a la capacité limitée
de réparation du cartilage.

En raison du caractere avasculaire du tissu cartilagineux, le chondrocyte
évolue dans un environnement caractérisé par une faible tension en oxygene (de
I'ordre de 5 a 10 % de pression en O3) par rapport a celle trouvée dans la plupart des
tissus [9]. La glycolyse anaérobie est donc la voie métabolique privilégiée du
chondrocyte, qui utilise essentiellement le glucose provenant du liquide synovial
comme substrat énergétique [10]. Les chondrocytes assurent la synthese et le
renouvellement de la matrice extracellulaire du cartilage [11]. IIs garantissent ainsi

un équilibre dynamique entre la synthése et la dégradation de protéines telles que
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des protéines matricielles, des protéases ou des inhibiteurs de protéases, et ils

participent au maintien de I’homéostasie du tissu.

2.1.2.2.2 Matrice extracellulaire

A. Composition

La matrice extracellulaire du cartilage articulaire normal est principalement
composée d’eau (65 a 80 % du poids frais) et de macromolécules telles que des
protéoglycanes (PG) (10 % du poids frais, dont 90 % sont des agrécanes (AGG)) et des
collagenes (10 a 20 % du poids frais), ainsi que d’autres molécules minoritaires
(lipides, phospholipides, protéines non-collagene et glycoprotéines) (Figure 2) [5, 12].
La matrice extracellulaire est riche en cations qui équilibrent les charges négatives
des groupements carboxylates et sulfates des PG et qui attirent les molécules d’eau

[13].
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Figure 2. Représentation schématique de I'organisation de la matrice extracellulaire du cartilage
articulaire. Adapté d’aprés Heinegard et al., 2011 [14]. AH=Acide Hyaluronique; CILP=Cartilage
Intermediate Layer Protein-1; COMP=Cartilage Oligomeric Matrix Protein; CS=Chondroitine Sulfate;
KS=Kératane Sulfate; NC=domaine non collagénique; PRELP=Proline-arginine-Rich End Leucine-rich
repeat Protein.
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L'eau est le composé le plus abondant de la matrice extracellulaire.
Approximativement 30 % de I'eau du cartilage articulaire se situe dans |'espace
intra-fibrillaire des molécules de collagene [15]. L’eau existe aussi sous une forme liée
aux PG ; ce qui confére au cartilage ses propriétés de résistance aux compressions
[12]. Les flux d’eau aident a transporter et a amener les nutriments aux chondrocytes
et a évacuer les déchets métaboliques. L'eau apporte également une certaine

lubrification au cartilage articulaire [5].

Les PG sont des protéines monomériques extrémement glycosylées. Elles sont
constituées d’une protéine axiale sur laquelle sont greffées de maniére covalente des
chaines polyosidiqgues dénommées glycosaminoglycanes (GAG). Les chaines de GAG
peuvent étre composées de plus de 100 monosaccharides [5]. Les GAG du cartilage
regroupent I'acide hyaluronique (AH), la chondroitine sulfate, le kératane sulfate,
I’héparane sulfate et le dermatane sulfate. Le glucose utilisé pour la synthese des PG
est essentiellement dégradé par les chondrocytes par la voie de la glycolyse
anaérobie, et converti en glucosamine [16]. Les chondrocytes se trouvant dans un
environnement pauvre en oxygene, la glycolyse anaérobie est la principale source de
production d’adénosine triphosphate (ATP) dans le cartilage. En réponse a I’hypoxie,
I'expression du hypoxia inducible factor-1a (HIF-1a) est augmentée. HIF-1a induit
alors la synthese des transporteurs du glucose (GLUT) 1 et GLUT3 [17]. Le glucose

peut alors migrer a I'intérieur du chondrocyte pour étre métabolisé (Figure 3).
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Figure 3. Modéle de la détection de I’hypoxie par les chondrocytes. Adapté d’aprés Mobasheri et
al., 2005 [17].

Il existe deux classes de PG :

- les AGG, grands et larges monomeéres capables de s’agréger, sont formés
d’une protéine axiale (225-250 kDa) sur laquelle se fixent de facon
covalente une centaine de chaines de chondroitine sulfate et une trentaine
de chaines de kératane sulfate. La masse moléculaire des AGG est
supérieure a 2500 kDa [18, 19]. Les AGG sont caractérisés par leur capacité
a interagir avec I’AH via le domaine globulaire. Cette liaison est stabilisée
par une petite glycoprotéine « link protein » (Figure 4). Plus de trois cents
molécules d’AGG peuvent s’associer sur une molécule d’AH et ainsi former
un agrégat [18]. Les AGG fournissent au cartilage ses propriétés
osmotiques, essentielles a sa résistance aux compressions ;

- les plus petits PG tels que la décorine, le biglycane et la fibromoduline
appartiennent a la famille des protéines riches en leucine. lIs ne s’agregent
pas entre eux, mais sont caractérisés par leur capacité a interagir avec le
collagene. Ces trois molécules different par leur composition en GAG. Le
biglycane est formé de deux chaines de dermatane sulfate alors que la
décorine n’est formée que d’une seule chaine. La fibromoduline est
constituée de plusieurs chaines de kératane sulfate. La fonction de ces

petits PG est d’aider a stabiliser la matrice [5].
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Figure 4. Représentation schématique d’'une molécule d’agrécane. G=domaine globulaire. Adapté
d’apres Chevalier et Richette, 2005 [1].

c) Collagénes
Le collagéne de type Il représente 90 % du collagéne du cartilage articulaire
adulte sain. Il appartient a la famille des collagénes fibrillaires, c’est-a-dire
comprenant une région hélicoidale formée par I'enroulement de trois chaines
polypeptidiques. Le collagene de type Il est composé de trois chaines polypeptidiques
identiques al. Une chaine est caractérisée par une séquence répétitive glycine-
proline-hydroxyproline. Le collagéne de type Il confére au cartilage sa résistance au

cisaillement et a la compression. Les fibrilles de collagene de type Il sont entrelacées

avec les agrégats de PG et forment le réseau tridimensionnel du cartilage [5, 20, 21].

Le collagene de type VI posséde deux courts domaines en triple hélice et un
important domaine globulaire terminal. Il se localise a la surface des chondrocytes et

intervient dans I'adhésion de ceux-ci avec la matrice [20].

Le collagene de type IX appartient a un groupe différent des collagenes
fibrillaires. En effet, une de ses chaines polypeptidiques glycosylées devient un
groupement chondroitine sulfate. Il se lie aux chaines de collagéne de type ll. Il assure
la liaison entre les fibrilles de collagéne de type Il et ainsi stabilise le réseau formé par

celles-ci [1, 20, 21].
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Le collagene de type X se dépose autour des chondrocytes de la zone
minéralisée du cartilage articulaire et autour des chondrocytes hypertrophiques du
cartilage de croissance. Il s’organise en réseaux ou en filaments. Il semble impliqué

dans les processus de minéralisation de la matrice extracellulaire [1, 20].

Le collagéne de type Xl, d’organisation fibrillaire, se localise a I'intérieur des
fibrilles de collagéne de type Il auxquelles il se lie afin de réguler leur organisation

tridimensionnelle et leur diameétre [20, 21].

En plus des PG et des collagenes, la matrice extracellulaire comporte de
nombreuses autres protéines regroupées sous le terme de « glycoprotéines et
protéines non collagéniques ». Leur fonction spécifique n’est pas encore
complétement caractérisée, mais il semblerait que la plupart d’entre elles jouent un

role dans I'architecture et le maintien tridimensionnel de la matrice extracellulaire.

La chondroadhérine appartient a la famille des protéines riches en leucine,
comme la décorine, le biglycane et la fibromoduline. Elle est principalement
impliquée dans les phénomenes d’interaction cellulaire via son récepteur, I'intégrine

o2B1, et interagit avec le collagéne de type 11 [22, 23].

La fibronectine est une glycoprotéine qui posséde un site de liaison aux

intégrines et des sites d’interaction avec différents collagénes et avec I’AH [1].

La cartilage oligomeric matrix protein (COMP) interagit avec les fibrilles de
collagéne afin de maintenir I'organisation de la matrice et avec I'AGG et la

chondroitine sulfate en présence de Ca**[24].
B. Structure

La matrice extracellulaire du cartilage contient une unité structurelle et
métabolique particuliere appelée le chondron (Figure 5). Ce dernier inclut le
chondrocyte bordé par une matrice péricellulaire puis par une capsule fibreuse
péricellulaire. Le chondron est lui-méme entouré par la matrice territoriale et par la

matrice interterritoriale [25].
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Figure 5. Représentation schématique des compartiments de la matrice extracellulaire du cartilage.
Adapté d’apres Sobol et al., [26].

La matrice péricellulaire est riche en AH, en PG sulfatés, en biglycanes et en
glycoprotéines. La capsule péricellulaire se compose de fibrilles de collagéne de type
VI et de fibronectine. Ensemble, elles assurent la protection hydrodynamique du

chondrocyte contre les pressions excessives [25].

Les matrices territoriale et interterritoriale contiennent des PG,

principalement des AGG, ainsi que des collagenes de type Il, IX et XI [20].

2.1.2.3 Architecture

Le cartilage articulaire est décrit en couches superposées qui se différencient
entre elles essentiellement par des critéres biochimiques et anatomiques. Il existe
une zone acellulaire a la surface du cartilage nommée lamina splenda. Cette zone
permet l'accrochage de macromolécules présentes dans le liquide synovial et
constitue une couche protectrice pour le cartilage. L’AH, certains phospholipides et
la lubricine recouvrent cette surface pour former un film protecteur diminuant le
coefficient de friction entre les surfaces articulaires [10, 27].

- 11 -
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Quatre zones successives sont décrites de la surface du cartilage jusqu’a

I'interface cartilage/os sous-chondral (Figure 6) :

- la zone superficielle représente 5 a 10 % de |'épaisseur du cartilage. Les
chondrocytes y sont petits et plats, de forme ovale. Cette couche est
constituée de fibrilles de collagenes de type | et Ill [28]. Celles-ci sont
disposées parallelement a la surface et permettent par conséquent une
résistance aux forces de tension. Cette strate est riche en fibronectine et en
eau, mais relativement pauvre en PG [1, 29] ;

- la zone intermédiaire ou moyenne constitue 40 a 45 % de la hauteur du
cartilage. Les chondrocytes présents sont volumineux, sphériques et
disposés de maniere aléatoire. Les fibres de collagéne s’entrecroisent
obliguement pour former un réseau. La teneur en PG augmente en
comparaison de la zone superficielle [1, 29] ;

- lazone profonde ou radiale s’étend sur 40 a 45 % de I'épaisseur du cartilage.
Les chondrocytes sphériques y sont disposés en colonne le long des travées
épaisses de collagéne de type Il, perpendiculaires a la surface du cartilage.
Cette couche est la plus riche en PG [1, 30] ;

- la zone calcifiée occupe 5 a 10 % de la hauteur du cartilage. Elle repose sur
le plateau osseux sous-chondral. Les chondrocytes en nombre moindre
conservent leur disposition en colonnes et expriment un phénotype
hypertrophique caractérisé par la synthése de collagene de type X. Les
fibres de collagéne gardent une orientation radiaire, mais sans continuité
avec les fibres de collagéne de I'os sous-jacent. Cette strate est pauvre en
PG, mais la concentration en calcium est élevée. Une ligne de démarcation
basophile et ondulée, la « tidemark », sépare la zone calcifiée de la zone
profonde. Cette barriere interdit la pénétration des vaisseaux présents dans

I’os sous-chondral [1, 30].
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Figure 6. Architecture en couches du cartilage articulaire. Adapté d’apres Sophia Fox et al., 2009 [5].

2.1.3 L'os sous-chondral

L'os sous-chondral est la partie osseuse sur laquelle repose le cartilage
articulaire. L'épaisseur de I'os sous-chondral normal varie entre 0,1 et 2 mm, mais
peut atteindre jusqu’a 3 mm dans les régions a fortes contraintes mécaniques. Cet os
est composé de deux parties : le plateau osseux sous-chondral et un segment de I'os
trabéculaire sous-jacent. Le plateau osseux sous-chondral est formé d’os cortical,
poreux et vascularisé, qui permet des échanges entre I'os et le cartilage. En effet, il
se situe précisément entre la couche calcifiée du cartilage et I'os trabéculaire. Le
plateau osseux sous-chondral forme, avec la couche calcifiée du cartilage, un

ensemble fonctionnel appelé plague ostéochondrale (Figure 7) [31].

CARTILAGE
ARTICULAIRE

TIDEMARK

Figure 7. Coupe histologique de cartilage articulaire et d’os. Grossissement 10x. Issu de Henrotin et
al., 2012 [31].

- 13 -
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Les fonctions principales de I'os sous-chondral sont, d’une part, de servir de
support au cartilage sus-jacent, et d’autre part, d’absorber les contraintes
mécaniques exercées sur l'articulation [32]. Par ailleurs, il assure une partie des
apports nutritifs du cartilage. En effet, les vaisseaux sanguins terminaux au niveau du
plateau sous-chondral sont en contact direct avec la zone profonde du cartilage [33].
Cette organisation délivre au cartilage 50 % de ses besoins en oxygéne et en glucose

[32].

2.1.4 La membrane synoviale

La membrane synoviale est un tissu conjonctif lache vascularisé qui tapisse la
face interne de la cavité articulaire a I’exception du cartilage, des ménisques et des
ligaments croisés. Elle s’insére a la frontiere entre I'os et le cartilage et délimite par
conséquent la cavité articulaire. Elle est bordée a I’extérieur par la capsule articulaire
et les formations ligamentaires. Elle forme des replis, principalement dans les zones
ou les influences mécaniques sont les plus restreintes. Par ailleurs, elle sécréte le

liquide synovial a I'intérieur de la cavité articulaire [30].

La membrane synoviale se compose de deux couches distinctes, I'intima et la
subintima, différenciées par leurs compositions cellulaires. Ces deux strates sont
séparées de la capsule par un tissu conjonctif fibro-graisseux contenant peu de
cellules, la subsynoviale. Néanmoins, la démarcation entre ces différentes couches

n’est pas toujours tres nette.

L'intima est la couche en contact avec la cavité articulaire. Elle est formée par
une ou deux rangées de cellules. Son épaisseur varie entre 20 et 40 um. En
microscopie électronique, deux types de cellules se distinguent : les synoviocytes de

type A et les synoviocytes de type B (Figure 8) [34].
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Figure 8. Photographie de l'ultrastructure des deux types de synoviocytes de l'intima d’une
membrane synoviale de rat. Adapté d’aprées Iwanaga et al., 2000 [34]. A=synoviocytes de type A ;
B=synoviocytes de type B.

Les synoviocytes de type A sont les plus nombreux. Ils se situent
principalement en surface, proches de la cavité articulaire. lls possedent des
propriétés communes avec les macrophages : appareil de Golgi développé, présence
de lysosomes et de vésicules de pinocytose. En effet, ces synoviocytes ont la capacité
d’endocyter, de résorber des débris et de dégrader des micro-organismes présents
dans le liquide synovial. lls permettent d’épurer le liquide synovial et de maintenir un

environnement intra-articulaire aseptique [35, 36].

Les synoviocytes de type B sont moins nombreux, mais plus volumineux. lls se
distribuent de maniere plus homogeéne dans l'intima. Ils possedent un réticulum
endoplasmique tres développé. En effet, ils présentent une importante activité de
synthése et de sécrétion des constituants du liquide synovial dont la fibronectine, les
collagenes et I’AH. Ce dernier est un muco-polysaccharide de haut poids moléculaire
constitué d’une longue chaine formée d’unités disaccharidiques répétées d’acide
D-glucuronique et de N-acétylglucosamine (Figure 9). L'AH contribue a la lubrification

de I'articulation [34, 37].
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Figure 9. Structure chimique de I'acide hyaluronique. Adapté d’apres Khan et al., 2013 [38].

La subintima est la couche avoisinant la capsule articulaire. Elle est riche en
cellules (fibroblastes, histiocytes, mastocytes) et en fibres de collagéne. En outre, elle
est beaucoup plus vascularisée que l'intima. Elle contient des artérioles, des
vaisseaux lymphatiques et, dans sa partie la plus superficielle, de trés nombreux
capillaires qui permettent un réel échange entre le sang et la cavité articulaire [34].
Les nutriments diffusent des capillaires synoviaux vers le liquide synovial avant

d’atteindre la matrice extracellulaire du cartilage [1, 10, 39].

2.1.5 Le liquide synovial

Le liquide synovial est visqueux, clair et de couleur ambrée. C’est un dialysat
du plasma auquel manquent les protéines de poids moléculaire élevé. Le volume
prélevé dans l'articulation d’un genou sain est inférieur a 3,5 ml [40]. Le liquide
synovial est un lubrifiant pour [I'articulation. Il diminue les forces de friction
appliquées a la surface du cartilage. Le liquide synovial est caractérisé par la présence
de deux molécules : I'AH et la lubricine [41]. La lubricine conféere au liquide synovial
son caractere lubrifiant. L'AH contribue aux propriétés viscoélastiques du liquide
synovial, qui dépendent de la concentration, du poids moléculaire et de la
conformation de celui-ci [42]. Par ailleurs, et en raison du caractére avasculaire du
cartilage, le liquide synovial assure des fonctions métaboliques. Il facilite le transport
des éléments nutritifs et d’autres molécules solubles telles que des facteurs de

croissance et des cytokines [1, 43].
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2.1.5.1 Composition

La composition en protéines du liquide synovial sain est trés proche de celle
du plasma. Cependant, une sélection s’opére via la barriere synoviale qui autorise
uniquement le passage des protéines de petite taille. Les protéines présentes dans le

fluide synovial refletent donc les propriétés de filtration de la membrane synoviale.

L'albumine est la protéine la plus abondante quantitativement, suivie par les
globines a et B. Une tres faible quantité de protéines de poids moléculaire plus élevé,
comme le fibrinogéne, est également présente [44]. L'AH, synthétisé par les
synoviocytes, se retrouve dans le liquide synovial sous la forme d’une chaine de
disaccharides avec un poids moléculaire moyen compris entre 6 et 7 MDa [45]. Il
contribue a la viscosité du fluide synovial. La lubricine est une glycoprotéine du
liquide synovial synthétisée par les synoviocytes, par les chondrocytes et par les
fibroblastes des ménisques et des ligaments croisés. Sa présence est primordiale pour
assurer la lubrification au niveau des couches superficielles du cartilage articulaire et

diminuer les frictions entre les surfaces cartilagineuses [27].

Des facteurs de croissance et des cytokines pro ou anti-inflammatoires sont
présents dans le liquide synovial et ciblent autant les synoviocytes que les
chondrocytes. Ces médiateurs peuvent soit étre produits ou sécrétés par les
synoviocytes, les chondrocytes ou par d’autres cellules constitutives des différents

tissus de I'articulation, soit étre dérivés du plasma [43, 46].

Le fluide synovial sain contient peu de cellules. Moins de deux cents
leucocytes par mm?3 et aucun érythrocyte n’y est comptabilisé. Par ailleurs, le fluide
synovial contient des cellules souches mésenchymateuses, qui ont des similarités

avec les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse [47, 48].



ntroduction générale

2.2 L’arthrose

2.2.1 Définition et prévalence

L'Organisation Mondiale de la Santé définit I'arthrose comme étant « la
résultante de phénoménes mécaniques et biologiques qui déstabilisent I’équilibre
entre la synthése et la dégradation du cartilage et de [I'os sous-chondral. Ce
déséquilibre peut étre provoqué par de multiples facteurs : génétiques, congénitaux,
meétaboliques ou traumatiques. L’arthrose touche tous les tissus de [‘articulation
diarthrodiale et se manifeste par des modifications morphologiques, biochimiques,
moléculaires et biomécaniques de la matrice cartilagineuse conduisant a un
ramollissement, une fissuration, une ulcération et une perte du cartilage articulaire,
une sclérose de I'os sous-chondral associée a la formation d’ostéophytes et de géodes.
Quand elle devient symptomatique, I’arthrose entraine douleur et raideur articulaires,
un éventuel épanchement articulaire avec des degrés variables d’inflammation
locale » [49]. Plus récemment, I'Osteoarthritis Research Society International (OARSI)
a actualisé cette définition en tenant compte des découvertes récentes « I'arthrose
est une daffection des articulations mobiles caractérisée par un “stress” cellulaire et la
dégradation de la matrice extracellulaire initiée par des “micro” ou “macro” Iésions
qui activent des réponses inadaptées de réparation dont les voies pro-inflammatoires
de la réponse immunitaire naturelle non-spécifique. La maladie se manifeste d'abord
par un dérangement moléculaire (métabolisme du tissu articulaire anormal), suivi par
des modifications anatomiques (la dégradation du cartilage, le remodelage de I'os, la
formation d'ostéophytes, l'inflammation des articulations et la perte de la fonction
articulaire normale), qui peuvent aboutir a une maladie » [50].

L’arthrose est une maladie musculo-squelettique douloureuse qui entraine
une dégradation du cartilage, une sclérose de I'os sous-chondral et une inflammation
synoviale. L’arthrose affecte I'ensemble des tissus articulaires et péri-articulaires. Elle
est donc associée a une hyper laxité ligamentaire, des tendinopathies et de la
sarcopénie [51, 52]. Elle peut impliquer chez certains patients de la kinésiophobie,
c’est-a-dire une peur persistante et intense provoquée par la simple pensée d’avoir
a effectuer certains mouvements considérés comme pouvant induire ou augmenter

la douleur [53]. Cela peut méme conduire a de I'anxiété ou de la dépression, induisant
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une sédentarité et, par-la, un déconditionnement physique. L’arthrose participe a
I'inflammation systémique et chronique de bas grade associée au vieillissement et
récemment nommée « inflammaging » [54]. La méta-inflammation est [I'état
inflammatoire chronique de bas grade, sans infection, qui accompagne le syndrome
métabolique [55]. Ce syndrome désigne I'association de plusieurs facteurs de risque
du diabéete de type Il et des maladies cardiovasculaires dont une dyslipidémie, une
glycémie élevée, une hypertension et une obésité abdominale [56]. Chez le patient
obese, le tissu adipeux contribue a l'inflammation systémique de bas bruit et a la
dégradation du cartilage en libérant dans la circulation sanguine des cytokines
pro-inflammatoires et pro-cataboliques via des adipokines comme la leptine,
I’adiponectine, la résistine et la visfatine [57-60]. L’association d’hypertension et de
diabéte chez un individu en surpoids augmente le risque d’arthrose des mains [61].
Le handicap causé par I'arthrose des membres est un facteur de risque de mortalité

chez les patients atteints de pathologies cardio-vasculaires [62] (Figure 10).

Dépression
Anxiété

Douleur

Kinésiophobie

Dégradation
du cartilage

Sclérose osseuse
sous-chondrale

Inflammation
synoviale

Sédentarité

Déconditionnement
physique

Figure 10. Représentation planétaire de I'arthrose selon Y. Henrotin (2016).

Au niveau mondial, en 2009, le nombre de personnes atteintes d’arthrose
était estimé a 75,8 millions et, selon les prévisions, il devrait atteindre 82 millions en
2016 (http://healthcare.globaldata.com). En France, l'arthrose de la hanche
(coxarthrose) et du genou (gonarthrose) touchent respectivement 1,9 % et 4,7 % des

hommes et 2,5 % et 6,6 % des femmes [63]. Dans une enquéte réalisée par le Service
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Public Fédéral Santé Publique belge en 2008, 8,4 % des hommes et 16,8 % des
femmes déclaraient avoir souffert d’arthrose au cours des douze derniers mois. Chez
les personnes de 65 ans ou plus, la prévalence était plus élevée. En effet, 27,3 % des
hommes déclaraient avoir souffert d’arthrose au cours des douze derniers mois. Chez
les femmes de 65 ans et plus, I'arthrose était la pathologie chronique la plus souvent
rapportée : une femme sur deux (50,2 %) de cette catégorie d’dge était concernée.
Le pourcentage de personnes souffrant d’arthrose était significativement lié a I’age

et touchait 42,6 % des personnes agées de 75 ans et plus (Figure 11) [64].
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Figure 11. Pourcentage de la population souffrant d’arthrose, selon le sexe et I'dge, en Belgique [64].
Le pourcentage de personnes arthrosiques augmente avec I’age. Pour une méme tranche d’age, le
pourcentage de femmes atteintes d’arthrose est plus important que le pourcentage d’hommes
arthrosiques.

La prévalence et l'incidence de |'arthrose chez I'humain sont grandes,

augmentent avec I'age et sont plus élevées chez la femme que chez ’homme.

2.2.2 Facteurs de risque

L’arthrose est une pathologie d’étiologie multifactorielle incluant des facteurs
génétiques et environnementaux. Les facteurs de risque de I'arthrose chez ’homme

sont [65] :
I’age. La prévalence de I'arthrose augmente avec I'dge [64] ;
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le sexe. Les femmes sont associées a une prévalence plus grande de
développer une arthrose sévere. Ce statut est lié aux changements
hormonaux apparaissant au cours de la ménopause [66]. En effet, les
cestrogenes, dont la production est arrétée lors de la ménopause, ont une
activité anti-inflammatoire et anti-nociceptive [67] ;

I'origine ethnique. Les Afro-américains présentent une prévalence plus
élevée de développer une coxarthrose que les Caucasiens [68] ;

les facteurs génétiques. Un certain nombre d’alléles a risque ont été
identifiés, tels que le géne codant pour GDF5 (growth differentiation factor
5), polymorphisme rs143383, et le géne codant pour SMAD3 (mothers
against decapentaplegic homologue 3), polymorphisme rs12901499. Les
mécanismes épigénétiques tels que la méthylation de [I'acide
désoxyribonucléiqgue (ADN) influencent également la prévalence de
I'arthrose [69] ;

les anomalies morphologiques (par exemple longueurs de jambes inégales,
dysplasies) ;

I'obésité. Elle est un facteur de risque important dans le développement de
la coxarthrose, la gonarthrose et I'arthrose digitale [70, 71]. L'obésité est un
facteur de risque d’incidence et de progression de I'arthrose. Chez les
patients obéses, les contraintes mécaniques exercées sur les articulations
portantes sont plus élevées. Par ailleurs, le tissu adipeux, présent en
guantité anormalement élevée, produit des quantités plus importantes de
médiateurs solubles tels que des cytokines pro-inflammatoires et des
adipokines (leptine, adiponectine, résistine et visfatine) qui interviennent
dans le développement de l'arthrose [58, 72]. L’hypoxie régnant dans
certaines parties de la masse graisseuse nouvellement synthétisée est
également responsable de la libération accrue des cytokines
pro-inflammatoires [73]. En effet, I'association entre I'obésité et la
survenue d’arthrose au niveau des doigts suggere un lien systémique (via
les adipokines et les cytokines pro-inflammatoires) entre ces deux

conditions [74] ;
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- les microtraumatismes répétés liés aux activités physiques et
professionnelles ;

- les traumatismes ostéo-articulaires ;

- la méniscectomie et 'immobilisation ;

- la pratique intensive de certains sports.

2.2.3 Modifications anatomo-pathologiques

L'arthrose touche tous les tissus composant l'articulation synoviale. Des
modifications anatomo-pathologiques particuliéres sont observées au niveau du

cartilage, de I'os sous-chondral, de la membrane synoviale et du liquide synovial.

2.2.3.1 Au niveau du cartilage articulaire

Lors du développement d’arthrose, le cartilage articulaire est le siege d’'un
déséquilibre entre les contraintes mécaniques qui lui sont appliquées et sa capacité
de résistance envers ces forces. Ce déséquilibre peut survenir lorsque le cartilage
articulaire sain est exposé a des contraintes mécaniques anormales ou lorsque les
contraintes sont appliquées sur un cartilage déja fragilisé par la perte de ses

propriétés de résistance [75].

Au niveau macroscopique, le cartilage articulaire, qui posséde en conditions
normales un aspect blanc, lisse, brillant et Iégérement translucide, devient jaunatre
et plus opaque. De plus, une variété de changements structurels est observée. La
surface cartilagineuse devient rugueuse (aspect « chair de crabe »). La rugosité du
cartilage est le reflet de la présence de fibrillations et de fissures. Au stade ultime de

la maladie, le cartilage disparait, laissant apparaitre I'os sous-chondral (Figure 12).

Figure 12. Photographie d’un plateau tibial arthrosique. La fleche noire montre une zone avec perte
totale du cartilage articulaire, exposant I'os sous-chondral. La fleche blanche indique un ostéophyte
en formation. Issu de Salter et al., 2010 [76].
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Au niveau microscopique, une perte des PG du cartilage est observée. Cette
perte des PG est observée grace a la perte de l'intensité rouge de la coloration a la
safranine-0 de la matrice extracellulaire cartilagineuse (Figure 13A). La perte des PG
s’observe d’abord dans la zone superficielle du cartilage. Au décours de la maladie,
elle s’étend aux zones plus profondes. Les fibrillations sont d’abord caractérisées par
des discontinuités de surface, sans perte de la matrice. Elles sont paralléles et/ou
tangentielles a la surface et localisées d’abord au niveau de la zone supérieure du
cartilage articulaire (Figure 13B). Au fur et a mesure de la progression de la
pathologie, ces fibrillations s’étendent vers les couches profondes du cartilage et
deviennent des fissures (Figure 13C). Celles-ci peuvent étre uniques ou ramifiées.
Finalement, le tissu cartilagineux disparait (Figure 13D) sur une surface plus ou moins
grande laissant I'os sous-chondral apparent (Figure 13E). Une autre particularité du
cartilage arthrosique est la duplication ou multiplication de la « tidemark » (Figure
13D). Le front de minéralisation migre vers la surface provoquant un épaississement
de la couche calcifiée du cartilage. La « tidemark » est traversée par de petits
capillaires sanguins provenant de I'os sous-chondral [77]. En outre, des terminaisons
nerveuses sensitives et sympathiques franchissent la « tidemark » [78]. Concernant
la cellularité du cartilage, il est admis que l'arthrose résulte d’'un déséquilibre
métabolique causé par les tentatives de réparation initiées par les cellules en réponse
aux processus de dégradation tissulaire [79]. En effet, dans les stades précoces de la
maladie, une hypercellularité s’identifie par la présence d’agrégats de chondrocytes,
des clones (Figures 13C et 13D). Ensuite, dans les formes séveres d’arthrose, le
nombre de chondrocytes diminue consécutivement a I'apoptose et a la nécrose des

cellules [80, 81].
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Figure 13. Coupes histologiques représentatives des diverses altérations du cartilage arthrosique
[82]. A : perte du contenu en protéoglycanes. B : les fleches noires montrent les fibrillations. C: la
fleche noire montre I'apparition des fissures, les étoiles indiquent les clones. D : érosion, la fleche
noire montre la « tidemark », les étoiles indiquent les clones. E : dénudation, seul I’os sous-chondral
est visible. Issues de Pritzker et al., 2006 [82].
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2.2.3.2 Au niveau de I'os sous-chondral

Le cartilage articulaire interagit avec I'os sous-chondral pour assurer le
maintien de l'intégrité articulaire. Cependant, I'os sous-chondral joue un réle capital
dans la pathogenese de l'arthrose [83]. En effet, les ostéoblastes de I'os
sous-chondral, lorsqu’ils sont soumis a des contraintes mécaniques répétées et de
forte intensité, expriment un phénotype pro-inflammatoire et pro-angiogénique
contribuant aux changements structurels observables dans I'os sous-chondral

arthrosique [84] (Figure 14).

Figure 14. Photographie d’une coupe histologique représentant le remodelage de I'os sous-chondral
lors du processus arthrosique. Issue de Pritzker et al., 2006 [82].

Dans les stades précoces d’arthrose, un remodelage accru et une résorption
de I'os sous-chondral sont observés [85]. L'os sous-chondral montre une porosité
amplifiée [86]. Ensuite, avec la progression de l'arthrose, I'épaisseur du plateau
osseux sous-chondral augmente. Ce phénomeéne est la sclérose de |'os sous-chondral,
caractérisée par une accumulation de substance ostéoide [87]. Malgré cette
augmentation de volume osseux et |'épaississement des travées osseuses, |'os
sous-chondral est hypominéralisé et moins rigide [88]. Les ostéoblastes des zones
sclérosées de I'os sous-chondral expriment un phénotype particulier, différent de
celui des ostéoblastes des zones non-sclérosées voisines. Ce phénotype est
caractérisé par une synthése anormalement élevée de collagéne de type |,
d’ostéocalcine, d’ostéopontine, de progressive ankylosis protein homolog (ANKH) et
de cytokines pro-inflammatoires telles que les interleukines (IL)-6 et -8 [89]. Des

excroissances osseuses recouvertes de fibrocartilage, appelées ostéophytes,
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apparaissent aux extrémités de l'articulation. Les ostéophytes proviennent du
périoste [90]. Le degré d’ossification et la proportion de tissu conjonctif
mésenchymateux varient selon les ostéophytes [91]. Les ostéophytes sont visibles en
radiographie et parfois macroscopiquement (Figure 12) [92]. Des lésions semblables
a des cedemes sont observables en résonance magnétique nucléaire au niveau de la
moelle osseuse et de I'os trabéculaire [93]. Ces |Iésions sont fortement associées a de
la douleur chez le patient arthrosique [94, 95]. Notons aussi I'apparition de kystes
intra-osseux a contenu liquidien fibreux ou nécrotique [96]. Au niveau du genou
arthrosique, ces lésions sont observables en regard des |ésions cartilagineuses, dans
les régions ou les contraintes mécaniques sont les plus importantes. Au contraire, du

cOté opposé, une ostéopénie est souvent observée [97].

2.2.3.3 Au niveau de la membrane synoviale

La membrane synoviale arthrosique est le siége d’une inflammation appelée
synovite. La synovite est secondaire a la dégradation du cartilage. Elle s’amorce en
regard des lésions cartilagineuses pour ensuite s’étendre a toute la membrane

synoviale.

Les modifications caractéristiques observables histologiquement dans la
membrane synoviale enflammée sont une hypertrophie des franges synoviales (replis
flottant dans la cavité articulaire), une hyperplasie et une hyperémie. La membrane
synoviale apparait également épaissie et fibreuse [98]. La membrane synoviale
normalement plane prend une architecture villositaire ou papillaire. L'intima est
hypertrophiée a cause de l'augmentation du nombre de synoviocytes et plus
particulierement de synoviocytes de type A. Ceux-ci se disposent en couches
multiples jouxtant un tissu épaissi par un dépot fibreux. La fibrose de la synoviale est
en effet un processus commun, souvent observé dans les étapes tardives de
I'arthrose [99, 100]. Une augmentation de la densité vasculaire et un infiltrat
cellulaire sont parfois observés au niveau de la subintima. Un infiltrat de cellules
mononucléées (monocytes/macrophages, lymphocytes T, lymphocytes B) se
retrouve dans la subintima [101]. Des fragments de débris articulaires (cartilage ou
os) peuvent se déposer dans la membrane synoviale et par conséquent provoquer

une réponse inflammatoire a corps étranger. Méme si l'inflammation de la
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membrane synoviale est généralement plus importante dans les formes séveres
d’arthrose, elle peut aussi étre observée dans les stades précoces de la progression
de la maladie [102]. Linflammation de la membrane synoviale entraine une

altération de ses propriétés de filtration.

2.2.3.4 Au niveau du liquide synovial

Lors du développement de I'arthrose, la composition et les propriétés du
liqguide synovial sont modifiées, en raison du remaniement du métabolisme des
cellules et de la structure des tissus de I'articulation. La qualité du liquide est par
conséquent affectée. En effet, ses propriétés viscoélastiques sont amoindries. Dans
ce contexte, son role de lubrification et d’amortisseur de chocs est fortement

perturbé, entrainant une accélération du processus d’érosion mécanique.

L'inflammation provoque une hausse du contenu en protéines du liquide
synovial. Etant donné la modification des propriétés de filtration de la membrane
synoviale lors du processus arthrosique, des protéines plasmatiques de haut poids
moléculaire, comme le fibrinogene, arrivent a franchir la barriére et se retrouvent
dans le liquide synovial en quantité anormalement élevée [44]. La concentration des
cytokines et des métalloprotéases matricielles (MMP) est aussi augmentée [103]
alors que la concentration en AH est diminuée. L'AH est dégradé par les formes
activées de I'oxygene et les hyaluronidases [104, 105]. Le terme hyaluronidase décrit
les enzymes qui dégradent I’AH. Il existe des centaines d’hyaluronidases, classées en
deux groupes selon leur séquence en acides aminés: les hyaluronidases des
eucaryotes et des procaryotes. Chez ’lhumain, il existe six hyaluronidases distinctes.
C'est principalement I’"hyaluronidase-2 qui est présente au niveau des articulations
[106]. Les produits de dégradation de I’AH, de plus petites tailles, exercent des
activités biologiques différentes des chaines natives de haut poids moléculaire. En
effet, les molécules d’AH composées de chaines incluant 25 a 50 disaccharides ont

une activité pro-inflammatoire, immunogéne et angiogénique [107, 108] (Tableau 1).
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Tableau 1. Variation des propriétés et de la composition du liquide synovial chez un individu sain et
arthrosique [30].

Propriétés et composition du liquide synovial Individu sain arlt'::'icllsi?quue Variation
Volume (ml) 0,5a2 >3,5 A
Acide hyaluronique (AH) (mg/ml) 2a4 <2
Poids moléculaire de I'AH (MDa) 4a7 <4 N
Lubricine (mg/L) 0,24 0,15 N
Protéines totales (mg/L) 19328 28 a 60 A
Leucocytes (/mm?3) <200 <2000 A
Neutrophiles (% de leucocytes) 10 > 25 A
Module d'élasticité (Pa a 2,5 Hz) +100 +8 N
Module de viscosité (Pa a 2,5 Hz) + 45 +5 N
Viscosité au repos (Pa.sec) 2340 0,1a1 N

2.2.4 Physiopathologie de I’arthrose

L’arthrose résulte d’un déséquilibre entre les phénomenes de dégradation et
les tentatives de réparation. Le chondrocyte occupe une position centrale dans les
mécanismes physiopathologiques de Ila pathologie [109]. Les principales
modifications biologiques responsables du développement de larthrose sont
décrites dans trois boucles pathologiques qui impliquent I'activité de facteurs
biochimiques au sein du cartilage, de la membrane synoviale et de I'os sous-chondral.
Ce sont les Dboucles cartilagino-cartilagineuse, ostéo-cartilagineuse et

synovio-cartilagineuse (Figure 15).
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Figure 15. Représentation des boucles cartilagino-cartilagineuse, ostéo-cartilagineuse et
synovio-cartilagineuse selon Y. Henrotin (2016). ADAMTS=a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs ; AGG=agrécane ; IL=interleukine ; MMP= métalloprotéase matricielle ;
NF-kB=nuclear factor kB ; NO=oxyde nitrique ; TNF=tumor necrosis factor ; PGE;=prostaglandine E:;
RANKL=receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand ; VEGF=vascular endolthelial growth
factor.

2.2.4.1 Boucle cartilagino-cartilagineuse

D’un point de vue métabolique, les chondrocytes arthrosiques peuvent
exprimer des phénotypes différents selon leur localisation et I'évolution de la
pathologie. A la suite d’une contrainte mécanique anormale, le chondrocyte réagit
en se divisant et en augmentant son métabolisme de base, la synthése des facteurs
de croissance et le renouvellement des composants matriciels (comme les PG de
petite taille). C'est le phénotype dit « anabolique ». Cette hyperactivité est limitée
aux chondrocytes des zones moyennes et profondes du cartilage arthrosique [110]
et est observée au stade précoce de la maladie [111]. Cette phase est interprétée

comme une tentative des chondrocytes a réparer les Iésions initiales de la matrice.

Une réponse catabolique s’ajoute ensuite dans les stades plus avancés de la
maladie via I'augmentation de la production des enzymes protéolytiques par les
chondrocytes. C’'est le phénotype « catabolique », caractérisé par la synthése accrue

de MMP et, par conséquent, par la dégradation de la matrice extracellulaire [111].
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Les chondrocytes activés liberent également des cytokines. Parmi ces
cytokines, I'lL-1B joue un role critique en activant la voie de signalisation nuclear
factor (NF)-kB. L'IL-1B stimule, de maniére autocrine et paracrine, la production par
les chondrocytes de MMP et de radicaux libres, qui accentuent encore la dégradation

de la matrice extracellulaire. C'est la boucle cartilagino-cartilagineuse (Figure 15).

La prolifération excessive des chondrocytes aboutit a la formation de grappes
cellulaires et a leur différenciation hypertrophique. Les grappes de chondrocytes
peuvent se composer de plus de vingt cellules. Elles sont souvent localisées a
proximité des fissures de la couche supérieure du cartilage. La dégradation de la
matrice extracellulaire pourrait favoriser la différenciation des chondrocytes [112].
Ce phénotype « hypertrophique » des chondrocytes est caractérisé par la synthése
de phosphatase alcaline (PA) tissu non spécifique, d’ostéocalcine, de collagéne de
type X [113, 114], de parathyroid hormone-related protein (PTHrP) [115], d’annexines
[116] et de molécules de la minéralisation [117]. Cette différenciation
hypertrophique s’accompagne d’'une minéralisation de la matrice extracellulaire,
d’un épaississement de la couche calcifiée du cartilage, de la multiplication de la
tidemark et de I'invasion du cartilage par des vaisseaux sanguins. C'est le phénomene
d’ossification endochondrale responsable de I'augmentation de la rigidité du
cartilage. La différenciation terminale des chondrocytes, caractérisée par I'expression
de génes tels que le proliferating cell nuclear antigen (PCNA), le syndecan-3, la PA et

I'annexine VI, aboutit a leur apoptose [109].

2.2.4.2 Boucle ostéo-cartilagineuse

La sclérose de I'os sous-chondral caractéristique du remodelage osseux qui se
produit dans I'arthrose pourrait, selon les différentes théories, étre causée par les
microfractures observables au niveau de la jonction ostéochondrale arthrosique
[118] ou étre la conséquence d’un trouble métabolique général de I'os [119, 120].
Certaines études laissent croire que les modifications de I'os sous-chondral
précedent celles du cartilage et d’autres suggerent que la sclérose sous-chondrale est
la conséquence de I'altération des propriétés mécaniques du cartilage. L'attribution

du phénomene déclencheur reste controversée [121].
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La découverte de l'existence de structures permettant la communication
biochimique entre I'os et le cartilage suggére un réle de l'unité biomécanique
os-cartilage dans le développement et I’évolution de I'arthrose [122]. Les connexions
entre I'os sous-chondral et le cartilage (microfractures, canaux vasculaires, vaisseaux
sanguins) permettent la diffusion de médiateurs entre ces deux tissus. Les
chondrocytes arthrosiques produisent notamment le receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand (RANKL) qui est diffusé vers I'os. Ce ligand est impliqué dans les
changements structurels de I'os sous-chondral en stimulant I'ostéoclastogenese
[123]. En utilisant un modéle de co-culture ostéoblastes/chondrocytes, nous avons
montré que les ostéoblastes des zones sclérosées de I'os sous-chondral arthrosique,
contrairement aux ostéoblastes des zones non-sclérosées, diminuaient la synthése
d’AGG et de collagene de type Il et augmentaient I'expression des MMP-3 et -13 par
les chondrocytes. Le médiateur responsable de ces effets semble étre I'lL-6 [124]. En
effet, lors de contraintes mécaniques, les ostéoblastes produisent de I'lL-6 et du
vascular endothelial growth factor (VEGF) [84, 125, 126]. VEGF stimule I'angiogenése.
Ceci suggere que des facteurs provenant de I'os sous-chondral contribuent a la
dégradation du cartilage. Il existe donc un cercle vicieux entre le cartilage et I'os

sous-chondral, c’est la boucle ostéo-cartilagineuse (Figure 15).

2.2.4.3 Boucle synovio-cartilagineuse

La membrane synoviale arthrosique est le siege d’une inflammation qui
contribue au gonflement et a la rigidité articulaires. Cette réaction inflammatoire est
causée par la libération des fragments ostéochondraux et des débris peptidiques
issus de la dégradation des composants matriciels du cartilage [127]. De plus, des
cytokines produites par les chondrocytes arthrosiques stimulent la production de
facteurs cataboliques et inflammatoires par les synoviocytes et les cellules de la
réaction inflammatoire de la membrane synoviale. Ces médiateurs agissent a leur
tour en s’attaquant a la couche superficielle du cartilage et en induisant la production
accrue de facteurs cataboliques par les chondrocytes [98]. Par conséquent, la
destruction du cartilage entretient I'inflammation de la membrane synoviale et
inversement, ce qui conduit a la progression de I'arthrose, c’est la boucle

synovio-cartilagineuse (Figure 15).
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2.2.4.4 Les principaux médiateurs impliqués dans la physiopathologie de
I’arthrose
2.2.4.4.1 Les enzymes protéolytiques
Les enzymes responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire du
cartilage sont principalement les MMP et les agrécanases. Ces enzymes sont
produites en quantités anormalement élevées dans le cartilage et dans le fluide

synovial des patients arthrosiques [128, 129].

La MMP-13, ou collagénase-3, est |la principale enzyme dégradant le collagene
de type Il [130]. Elle est abondamment produite dans les conditions pathologiques
au niveau des lésions cartilagineuses et son expression est stimulée par les
médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lL-1B et le tumor necrosis factor (TNF)-a
[130, 131]. La MMP-1, ou collagénase-1, est également un contributeur majeur dans
le clivage primaire du collagene de type Il [132]. La libération d’'MMP-1 par des
explants de cartilage en culture est augmentée en présence du ligand a la chimiokine
(motif C-C) (CCL)-20, alors que I'expression du collagéne de type Il est diminuée par
cette cytokine [133]. La MMP-8, ou collagénase-2, intervient aussi dans le clivage du
collagéne de type Il de la matrice cartilagineuse. La MMP-8 clive également le

collagéne de type |, présent dans I'os et dans les tendons [134].

Les stromélysines (stromélysine-1, -2, -3 ou respectivement MMP-3, -10, -11)
et les gélatinases (MMP-2 et -9) interviennent aussi dans la dégradation de la matrice
extracellulaire du cartilage. Les stromélysines sont impliquées dans le clivage des
composés matriciels non collagéniques [135]. Les gélatinases dégradent le collagene

dénaturé et les MMP membranaires [136].

La fonction principale des MMP membranaires (MMP-14, -15, -16 ou

respectivement MT-1, -2, -3) est de participer a I’activation d’autres MMP [128].

Les MMP non-membranaires sont sécrétées sous une forme inactive par les
chondrocytes ou par les synoviocytes. L'activation extracellulaire des pro-MMP est
complexe et fait intervenir en cascade toute une série de sérines protéases, des MMP

et des formes activées de I'oxygene [29]. La MMP-3 peut par exemple activer la
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pro-MMP-1, pro-MMP-8 et pro-MMP-13, et, par-la, amplifier la dégradation du
cartilage [137, 138].

Les MMP sont inhibées par des protéines spécifiques nommeées inhibiteurs
tissulaires de métalloprotéases (TIMP) [139]. Dans le cartilage arthrosique, un
déséquilibre entre la quantité de TIMP et de MMP s’installe progressivement,
menant a un déficit en TIMP. Par conséquent, une augmentation de I'activité

enzymatique de type métalloprotéase se produit [140].

Les agrécanases-1 et -2 sont également impliquées dans les processus de
dégradation de la matrice extracellulaire du cartilage. Elles sont nommées ADAMTS
(a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs)-4 et -5. Elles
dégradent I’AGG au niveau du domaine interglobulaire (G1-G2) NH; terminal (endroit
différent du site de clivage de la MMP-3) et au niveau de quatre sites dans la région

riche en CS de 'AGG [141-143] (Figure 4).

Des cathepsines, des calpaines et des hyaluronidases sont également

engagées dans la dégradation du cartilage [144, 145].

2.2.4.4.2 Les cytokines

Les cytokines sont des protéines et des glycoprotéines intervenant dans la
communication intercellulaire. Au sein de I'articulation, elles sont principalement
synthétisées par les chondrocytes, par les synoviocytes de type B et par les
ostéoblastes de I'os sous-chondral. Le role que les cytokines pro-inflammatoires
jouent dans la pathogenése de I'arthrose est le résultat de leurs effets directs sur les
cellules qui composent l'articulation et de I'impact via les voies de signalisation
intra-cellulaire sur la production d’autres cytokines, d’autres composés

inflammatoires et d’enzymes [146].

L'IL-1B et le TNF ont été largement étudiés, car ils reproduisent in vitro le
déséquilibre métabolique observé au niveau des chondrocytes arthrosiques. Ils
induisent in vitro une libération de médiateurs pro-inflammatoires, de MMP,

agrécanases et ils inhibent les synthéses de protéines matricielles [147].

L’'IL-1B devient active aprés clivage de la pro-IL-1B par, notamment, 'enzyme
caspase 1, qui induit sa libération dans I'espace extracellulaire [148]. L'IL-1B peut
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alors se lier sur son récepteur membranaire nommé IL-1R1 et activer le signal
intra-cellulaire. L'IL-1B entre en compétition avec son antagoniste IL.-1Ra pour la
liaison au récepteur IL-1R1 [149]. L’antagoniste IL-1Ra est donc capable de diminuer
I'activité de I'lL-1B [150]. Lorsque I'IL-1B se lie a son autre récepteur nommé IL-1R2,
il devient inactif et ne peut pasinduire d’activité biologique. L’antagoniste IL-1Ra peut
également se lier au récepteur IL-1R2 [151]. L'expression du récepteur IL-1R1 est
augmentée a la surface des chondrocytes chez les patients arthrosiques [152]. La
liaison de I'IL-1B au récepteur IL-1R1 induit une cascade de signalisations menant
finalement a l'activation des voies NF-kB et mitogen-activated protein kinases
(MAPK) (Figure 16). L’activation de ces deux voies induit I'expression de facteurs de
transcription résultant en la synthese de cytokines, chimiokines, médiateurs

inflammatoires et enzymes.
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Figure 16. Voie de signalisation intra-cellulaire associée a I'IL-1pB et ses effets. IL-1R1=récepteur de
I'interleukine-1, type 1; IL-1R2=récepteur de l'interleukine-1, type 2; p50 et p65=sous-unités
formant la protéine NF-kB; IkB=inhibiteur d’NF-kB ; MAPK=mitogen activated protein kinases.
Adapté d’aprées Wojdasiewicz et al., 2014 [146].
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NF-kB se compose de deux sous-unités, p50 et p65, qui résident dans le
cytoplasme en formant un complexe inactif en association avec la sous-unité
inhibitrice IkBa. Quand la sous-unité IkBa est phosphorylée, elle se dissocie du
complexe. NF-kB, en réponse a la phosphorylation de sa sous-unité p65, est transféré
dans le noyau, ou il induit la transcription de génes impliqués dans la régulation de

I’apoptose, de la prolifération et de I'inflammation [153].

L’'IL-1B inhibe la synthese des composants de la matrice extracellulaire tels
que les AGG et le collagene de type 11 [154, 155]. Par contre, I'lL-1B accroit la synthése
des MMP-1, MMP-3 et MMP-13 [156]. Par ailleurs, elle induit la production
d’ADAMTS4 [157, 158]. En plus de l'inhibition de leur synthese, la dégradation des
composants matriciels est donc augmentée. L'IL-13 crée également un déséquilibre
important entre les enzymes et leurs inhibiteurs en défaveur de ces derniers. Une
part de cette inhibition est causée par I'intermédiaire de I'oxyde nitrique (NO). Sa
production, ainsi que celle de sa synthase (iNOS) sont stimulées par I'IL-1B. L’action
majeure du NO se traduit par I'apoptose des chondrocytes [159]. Les chondrocytes
soumis a I'effet de I'lL-1P vieillissent donc plus rapidement et meurent par apoptose
[160]. En outre, la production d’IL-1Ra est inhibée par le NO, ce qui augmente en
retour l'activité de I'lL-1B [161, 162]. L'IL-1B induit également la synthése de la
cyclooxygénase (COX) 2 et de la prostaglandine E; (PGE>) [163]. Durant la progression

de I'arthrose, I'lL-1B stimule la production des espéces réactives de |I'oxygene [146].

Le TNF-a, tout comme I'IL-1B, est une cytokine inflammatoire impliquée dans
les processus physiopathologiques de I’arthrose. Les effets du TNF-a sont semblables

a ceux de I'lL-1B. Le TNF-a et I'lL-1P peuvent agir en synergie [46, 164].

L'IL-6 est également une cytokine importante dans la physiopathologie de
I'arthrose. Elle agit en synergie avec I'IL-1f sur le chondrocyte et est un médiateur
central de la communication entre I'os et le cartilage. Par exemple, elle agit en
synergie avec I'lL-1B pour diminuer la production du collagéne de type Il et
augmenter la synthése des MMP [165]. De plus, elle régule le remodelage de I'os
sous-chondral [124, 166]. Parmi les autres cytokines, citons I'lL-15 qui est associée a
la sévérité de la douleur chez les patients arthrosiques [167]. Sa concentration est

élevée dans le fluide synovial de patients atteints d’arthrose a un stade précoce [168].
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L’IL-17 inhibe la synthese des PG et stimule la production des MMP [169]. Par ailleurs,
elle influence la sécrétion d’autres cytokines telles que I'lL-1B, TNF-a et IL-6 [170].
L'IL-17 favorise aussi la libération du VEGF et par conséquent le développement
excessif de vaisseaux sanguins au niveau de la membrane synoviale, menant a son
hypertrophie [171, 172]. Comme les autres cytokines, I'lL-18 stimule la synthese des
MMP et inhibe la production des AGG, PG et collagéne de type Il [173, 174]. L'IL-18
induit sur les chondrocytes des changements morphologiques typiques des cellules
entrant en apoptose [175]. L'IL-8 est aussi associée a de I'inflammation et impliquée

dans le processus de dégradation du cartilage.

Il existe également des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-4, I'lL-10
et I'lL-13, capables de contrecarrer les effets de I'IL-1B [146]. L'IL-4 inhibe I"apoptose
des chondrocytes, en association avec I'lL-10 [176, 177]. L'IL-10 stimule la production
de TIMP-1 [178]. Par ailleurs, I'lL-10 et I'IL-13 stimulent la synthese de I'lL-1Ra [146,
178]. Par conséquent, la production des MMP est inhibée et |la synthese du collagéne
de type Il et des AGG est augmentée. L'IL-13 diminue les synthéses de PGE; et de
COX2 [179] (Figure 17).

2.2.4.4.3 Les formes activées de I'oxygéne

En réponse a des variations de pression partielle en oxygene, a des stress
mécaniques et a des cytokines inflammatoires telles que I'IL-18, des taux
anormalement élevés d’espéces réactives de I'oxygene sont produits au niveau des
articulations arthrosiques [180]. Ces formes actives de I'oxygene dont les radicaux
peroxydes (anion superoxyde Oy") et hydroxyle ((OH) endommagent directement le
cartilage articulaire. Du NO est également produit par iNOS. L'intensification de ce
processus est par ailleurs associée a une expression diminuée des enzymes comme

la superoxyde dismutase [181].

Lors du phénomene arthrosique, la quantité de NO libérée est augmentée
suite a la surexepression d’iNOS [182]. Le NO agit de différentes manieres au sein du
cartilage arthrosique. Il stimule la production d’IL-1B par les chondrocytes. Il inhibe
la synthése des PG et du collagéne de type Il. Il stimule I'action des MMP. Il induit

I’'apoptose du chondrocyte. Et il joue un role dans les phénomeénes de vasodilatation
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au niveau de l'articulation, en augmentant la perméabilité vasculaire et I'afflux de

leucocytes au sein de I'articulation [159-161, 183].

A partir de I'02" et du NO, d’autres formes réactives de I'oxygéne se forment.
Par exemple, la présence de peroxynitrite (ONOO") et de peroxyde d’hydrogéne

(H20,) est observée (Figure 17). Cet ensemble conduit a un stress oxydant [182].

2.2.4.4.4 Les facteurs angiogéniques

Lors du développement d’arthrose, le cartilage articulaire est envahi par des
vaisseaux sanguins, c’est le processus d’angiogenese. La formation de nouveaux
vaisseaux sanguins résulte d’un déséquilibre entre facteurs pro- et
anti-angiogéniques. Cette disproportion peut découler d’'une augmentation de
production de facteurs pro-angiogéniques ou et/ou d’une diminution de production

de facteurs anti-angiogéniques.

Les PG jouent un rdle anti-angiogénique important. En effet, la diminution du
contenu en PG de la matrice extracellulaire est associée a I'invasion vasculaire du
cartilage [184]. Ceci s’explique par le fait que les GAG possedent des propriétés
antiadhésives et par conséquent limitent I'adhésion des cellules endothéliales. La
chondroitine sulfate et 'AH qui composent les GAG en seraient responsables.
Lorsque le contenu en GAG est diminué, I'adhérence des cellules endothéliales a la
surface du cartilage augmente [185]. Les chondrocytes produisent également des
facteurs anti-angiogéniques tels que la thrombospondine-1 (TSP-1) et la

chondromoduline-1 (ChM-1) [186].

Le VEFG est un facteur pro-angiogénique largement impliqué dans le
développement de l|‘arthrose. D’autres facteurs pro-angiogéniques tels que
I’ostéocalcine, la ténascine, le basic fibroblast growth factor (bFGF), la stanniocalcine
1 (STC1) et la bone sialoprotein (BSP) interviennent également [112, 187-190]. Le

TNF-a a également une activité pro-angiogénique [191] (Figure 17).

2.2.4.4.5 Les prostanoides
Les prostanoides regroupent les prostaglandines et les thromboxanes. lls
dérivent d’un précurseur commun, |'acide arachidonique, synthétisé a partir des

phospholipides membranaires grace a la phospholipase A,. L’acide arachidonique
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peut étre transformé en prostaglandines et thromboxanes via une cascade
enzymatique faisant intervenir les COX et les synthases de prostaglandines E (PTGES)

[192].

Lors du développement de I'arthrose, I’expression de COX-2 et des PTGES par
les chondrocytes, les synoviocytes et les ostéoblastes est accentuée. L'expression
accrue de COX-2 est induite par I'lL-1B et par TNF-a [193]. Par conséquent, la
synthése de PGE; augmente (Figure 17). En effet, des quantités anormalement

élevées de PGE; sont retrouvées dans le fluide synovial de patients arthrosiques

[194].
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Figure 17. Schéma représentant un résumé de la physiopathologie de I’arthrose. Les facteurs écrits
en gras sont ceux qui sont augmentés lors du développement d’arthrose. Les fleches représentent
une stimulation. Les éclairs représentent une dégradation. Les lignes représentent une inhibition.
ADAMTS=a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs ; AGG=agrécane ;
bFGF=basic fibroblast growth factor; BSP=bone sialoprotein; ChM-1=chondromoduline-1;
COX2=cyclooxygénase 2; IL=interleukine; iNOS=synthase d’oxyde nitrique inductible;
MMP=métalloprotéase matricielle ; NO=oxyde nitrique ; PG=protéoglycane ; PGE;=prostaglandine
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TIMP=inhibiteur tissulaire de métalloprotéases ; VEGF=vascular endothelial growth factor.
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2.3 Les recommandations pour le traitement de
I"arthrose

A ce jour, il n’existe pas de traitement permettant de guérir I'arthrose. La prise
en charge de l'arthrose se concentre sur le traitement des symptomes. Les
recommandations actuelles pour la prise en charge de l'arthrose incluent une
combinaison de modalités pharmacologiques et non pharmacologiques. Les objectifs
de ces modalités sont de réduire la douleur et |a raideur articulaire, de maintenir et
d’améliorer la mobilité, de diminuer l'invalidité du patient et de ralentir la
progression des |ésions structurales de I'articulation. Par ailleurs, pour les patients

souffrant d’une arthrose tres sévere, une chirurgie est indiquée [195].

En 2005, I'OARSI réunit un comité de seize experts internationaux dans le but
d’uniformiser les traitements de la gonarthrose et de la coxarthrose humaines sur
base des recommandations régionales et nationales existantes et de la littérature
scientifique publiée [30]. A la suite d’un consensus, ’OARSI publia en 2007 [196],
2008 [197] et 2010 [198] des recommandations internationales globales destinées

aux professionnels de la santé et aux patients.

Depuis la derniére publication de 2010, les recommandations pour le
traitement de la gonarthrose ont évolué. Dés lors, 'OARSI a demandé a treize experts
internationaux une mise a jour des recommandations pour le traitement non
chirurgical de I'arthrose humaine du genou, en se basant sur les recommandations
précédentes ainsi que sur la littérature plus récente. L’OARSI publia donc, en janvier
2014, des recommandations actualisées de traitement selon quatre sous-phénotypes
(Tableau 2) [199]. Cette démarche a permis d’améliorer la spécificité des traitements
des patients arthrosiques en fonction de leur état de santé et du nombre
d’articulations touchées par I'arthrose. L’analyse des couts est exclue de cette mise a

jour.
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Tableau 2. Classification de I'arthrose selon quatre sous-phénotypes. Traduit d’aprés McAlindon et
al., 2014 [199].

Genoux uniguement : présence d’arthrose
symptomatique a un seul ou aux deux genoux
Articulation uniquement

arthrosique Multiples articulations : présence d’arthrose
symptomatique aux genoux et a d’autres articulations
(hanche, main, colonne vertébrale, etc.)

Absence : le patient arthrosique ne présente pas de
facteurs de comorbidités

Présence : le patient arthrosique présente au moins un
des facteurs de comorbidités suivants: diabéete,

Comorbidités

hypertension, maladie cardiovasculaire, déficience
rénale, saignement gastro-intestinal, dépression ou
dépréciation physique limitant son activité, incluant
I'obésité.

Pour chacun des quatre sous-pénotypes, I'OARSI a qualifié les modalités
thérapeutiques « d’appropriées », « d’incertaines » et « d’inappropriées » sur base
des preuves scientifiques disponibles et de I'avis d’experts. Une modalité
thérapeutique qualifiée « d’incertaine » peut refléter un état ambigu des preuves
actuelles disponibles, une efficacité limitée ou la présence de risques modérément
défavorables. Néanmoins, cette qualification n’est pas une recommandation
négative ou une exclusion de cette modalité thérapeutique. Le professionnel de la
santé, en interaction avec son patient, détermine si cette modalité thérapeutique

peut étre administrée ou pas, en fonction de la balance risque-bénéfice [199].
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Les modalités qualifiées « d’appropriées » pour le traitement non-chirurgical

de la gonarthrose sont présentées dans la Figure 18 en fonction des quatre

sous-phénotypes cliniques.
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Figure 18. Recommandations de ’OARSI pour le traitement non-chirurgical de I'arthrose. Adapté
d’aprés McAlindon et al., 2014 [199]. AINS=anti-inflammatoires non-stéroidiens ;
COX2=cyclooxygénase 2.

Cependant, ces modalités présentent certaines limitations. En effet, la
compliance du patient est faible pour réaliser les exercices physiques et pour réduire
sa surcharge pondérale [200]. Administrés pendant de longues durées, le
paracétamol entraine une hépatotoxicité et les AINS occasionnent des Iésions
gastro-intestinales, une insuffisance rénale et des risques de pathologies
cardio-vasculaires. Ceci limite leur utilisation a long terme. Les anti-arthrosiques
symptomatiques d’action lente (AASAL) ont des effets symptomatiques modérés.
Leur action est lente, mais rémanente et ils ne provoquent pas d’effet secondaire.
Par conséquent, 'utilisation des AASAL (Avocado and Soybean Unsaponifiables (ASU),
chondroitine, glucosamine, églantier) est qualifiée « d’incertaine » par I’OARSI [199].

L’injection intra-articulaire est invasive et présente de ce fait des risques d’infection,
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surtout chez les patients diabétiques. De plus, l'injection intra-articulaire d’AH
montre des effets symptomatiques modérés [201]. Elle est qualifiée « d’incertaine »
par 'OARSI [199]. Enfin, notons que les traitements chirurgicaux sont réservés en
dernier recours aux cas d’arthrose tres séveres, lorsque les patients ne répondent pas
ou plus a la combinaison des modalités pharmacologiques et non pharmacologiques.

De plus, la chirurgie est couteuse et invasive (Figure 19).

Limitations

*  Reéservé aux cas d'arthrose trés sévéres

Chirurgie = lnvasif
»  Coiiteux

' lnvasif
*  Risgues d'infection (diabéte)
* AH : effets symptomatiques modérés

*  Effets symptomatiques modérés
= Action lente mais rémanente
*  Pasd'effet secondaire

®  Lésions gastro-intestinales
*  Insuffisance rénale
*  Risgues de pathologies cardio-vasculaires

Paracétamol *  Hépatotoxicité

Perte de poids, exercices physiques,
infoermation, éducation

*  Compliance faible

Figure 19. Représentation pyramidale des traitements pour la prise en charge de la gonarthrose et
de leurs limitations. Adapté d’aprés Clegg et al.,, 2013 [201]. AASAL=anti-arthrosiques
symptomatiques d’action lente; AH=acide hyaluronique; AINS=anti-inflammatoires
non-stéroidiens ; llA=injection intra-articulaire.
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2.4 L’arthrose chez le chien

La prévalence de l'arthrose chez les chiens est élevée. En effet, 20 % des
chiens agés de plus d’'un an présentent de I'arthrose, a des stades de sévérité variés
[202, 203]. Contrairement a I'arthrose humaine, I'arthrose canine est essentiellement
secondaire a des désordres musculo-squelettiques congénitaux ou acquis [204]. En
effet, plusieurs arthropathies, comme par exemple la luxation congénitale du coude
ou de la rotule, peuvent toucher les chiens en bas age et mener a une arthrose
secondaire. A c6té de ces anomalies de développement, il existe plusieurs problémes
musculo-squelettiques acquis associés a une détérioration progressive du cartilage.
Dans certains cas, un traumatisme induisant une lésion isolée du cartilage peut
induire par la suite une lésion étendue progressive et dégénérative. Par exemple, la
rupture d’un ligament peut induire quelques semaines plus tard des lésions étendues
du cartilage, secondaires a linstabilité de [Iarticulation [205]. Les fractures
intra-articulaires sont également fréguemment compliquées par une dégradation
secondaire du cartilage articulaire [204]. En plus de ces désordres
musculo-squelettiques, I'obésité, comme chez ’humain, est un facteur de risque de
I'arthrose canine [206] (Figure 20). En effet, limiter la consommation d’aliments
énergétiques et maintenir un poids optimal durant la croissance réduit I'incidence et
la sévérité de I'arthrose de la hanche mesurée radiologiquement [207]. Par ailleurs,

une perte de poids chez les chiens obeéses arthrosiques diminue leur boiterie [208].
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Figure 20. Facteurs de risques de I'arthrose chez le chien.
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Comme chez ’humain, la perte de la fonction articulaire liée a I'arthrose est
associée chez le chien a des changements dans la structure et la biochimie du
cartilage. Un déséquilibre entre les processus cataboliques et anaboliques entraine
la dégradation de la matrice extracellulaire. Des changements dans I'organisation du
réseau de collagénes, une réduction du contenu en PG et une réduction de
I’épaisseur de la zone superficielle du cartilage sont observés [209]. Les chondrocytes
deviennent hypertrophiques et se regroupent pour former des amas de cellules.
L'inflammation de la membrane synoviale est également une caractéristique
importante de I'arthrose chez le chien et entraine une inflammation chronique qui
endommage la structure articulaire. L’épaississement de I’os sous-chondral, ainsi que
I'apparition d’une sclérose, suggerent une dérégulation dans le remodelage de |'os,

liée a I'arthrose [204].

2.4.1 La prise en charge de |I'arthrose chez le chien

Afin de diminuer la douleur et I'inflammation associées a I'arthrose, les AINS
sont communément prescrits chez le chien [204]. En effet, dans la pratique clinique,
beaucoup de chiens arthrosiques sont traités a long terme avec des AINS tels que le
carprofen [210]. Les AINS agissent en inhibant notamment les COX et, par-la, en
réduisant la  concentration des  prostaglandines  pro-inflammatoires.
Malheureusement, 'utilisation des AINS est parfois associée a des effets secondaires
néfastes, généralement des lésions du tractus gastro-intestinal [211-213]. L’injection
intra-articulaire de stéroides est réservée a des stades d’arthrose trés séveres ou a
des cas réfractaires aux autres traitements [204]. De nombreux actifs nutritionnels
sont également utilisés chez le chien pour améliorer leur statut algo-fonctionnel et
prévenir la dégradation du cartilage. Les allégations parfois retrouvées sur les
emballages d’aliments pour chiens telles que « facilite la gestion de la mobilité »,
« aide a préserver le cartilage articulaire », « scientifiquement prouvé » ou
« complexe exclusif articulations » reposent généralement sur des études cliniques

dont les résultats sont résumés dans le Tableau 3 [204, 214].
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Tableau 3. Résumé des effets des extraits nutritionnels chez le chien arthrosique.

Référence Produit Dose et durée Modeéle Résultats
Glucosamine/chondroitine sulfate
Gupta et Glucosamine 4 groupes : placebo, Chiens de Placebo : pas de changement
al., 2012 hydrochloride (G- 10 mg UC-Il, 2000 mg propriétaires UC-II : réduction de la douleur
[215] HCl)/chondroitine  G-HCl + 1600 mg CS, arthrosiques a partir du jour 60,
sulfate 10 mg UC-Il + 2000 N=4 groupes augmentation de pic de force
(CS)/collagéne de mg G-HCl + 1600 mg de7a10 verticale (PFV) et impulsion
type Il glycosylé CS/jour verticale (IV) au jour 90, par
non-dénaturé 150 jours rapport au début
(uc-n) G-HCl + CS : réduction de la
douleur a partir du jour 120,
par rapport au début
UC-Il + G-HCI + CS : réduction
de la douleur a partir du jour
120, par rapport au début
Altilio et G-HCI/CS/UC-Il 4 groupes : placebo, Chiens de Placebo : pas de changement
al., 2007 10 mg UC-II, 2000 mg propriétaires UC-II : réduction de la douleur
[216] G-HCl + 1600 mg CS, arthrosiques a partir du jour 30, par rapport
10 mg UC-Il + 2000 N=20 au début
mg G-HCl + 1600 mg G-HCl + CS : soulagement de
CS/jour certaines douleurs
120 jours UC-Il + G-HCl + CS : activité
générale améliorée par
rapport au groupe G-HCl + CS,
réduction de la douleur et de la
boiterie associée aux exercices
McCarthy G-HCl/CS 2 groupes : Chiens de G-HCI/CS : diminution de la
et al., 2007 G-HCl/CS propriétaires douleur et de la sévérité de la
[217] 1 g 2 fois/jour (chien arthrosiques maladie, par rapport au début
5-19,9 kg) N=35 Carprofen : diminution de Ia
1,5 g 2 fois/jour douleur, de la sévérité de la
(chiens 20-40 kg) maladie et de la boiterie, par
2 g 2 fois/jour chiens rapport au début
> 40 kg)
42 jours puis dose
journaliere  réduite
d’1/3 pour les 28
jours suivants ou
carproféne (contréle
positif)
Collagéne
Beynen et Hydrolysats de 2 groupes : placebo Chiens de Hydrolysats de gélatine
al., 2010 gélatine ou 10 g/jour propriétaires vitalité augmentée, réduction
[218] 8 semaines arthrosiques de la raideur et de la boiterie,
N=30 par rapport au placebo
Peal et al., UC-Il et/ou (-)- 5 groupes : placebo, Chiens de Placebo : pas de changement
2007 [219] acide 10 mg UC-II, 1800 mg propriétaires UC-II : réduction de la douleur
hydroxycitrique HCA-SX, 1800 mg arthrosiques a partir du jour 30, par rapport
(HCA-SX) et/ou HCA-SX + 100 ug CM, N=25 au début
ChromeMate 1800 mg HCA-SX + HCA-SX : pas de changement
(C™m)
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100 pg CM + 10 mg
UC-ll/jour
120 jours

HCA-SX + CM : réduction de la
douleur a partir du jour 90, par
rapport au début

HCA-SX + CM + UC-II
réduction de la douleur a partir
du jour 60, par rapport au
début

Deparle et UC-II 3 groupes : placebo,1 Chiens obeéses Placebo : pas de changement
al.,, 2005 mg, 10 mg/jour de 1 mg UC-II : réduction de la
[220] 90 jours propriétaires douleur et de la boiterie, par
arthrosiques rapport au début
N=15 Activité physique améliorée,
par rapport au début
10 mg UC-Il : réduction de la
douleur et de la boiterie, par
rapport au début
Activité physique améliorée,
par rapport au début
Insaponifiables d’avocat et de soja
Boileau et Insaponifiables 2 groupes : placebo Modeéle ASU : réduction de la taille des
al., 2009 d’avocat et de ou 10 mg/kg/jour expérimental |ésions macroscopiques,
[221] soja (ASU) 8 semaines de chiens réduction de la sévérité des
arthrosiques Iésions du cartilage, réduction
(section du des scores histologiques,
ligament croisé réduction de la production
antérieur) d’iNOS et MMP-13, réduction
N=16 de [I'épaisseur du cartilage
calcifié, par rapport au placebo
Altinel et ASU 3 groupes : placebo Chiens de Placebo : pas de changement
al., 2007 ou 300 mg berger males 300 mg tous les 3 jours
[222] (approximativement  N=24 augmentation de la
4 mg/kg) tous les concentration de TGF-Bf1 et
jours ou tous les 3 TGF-B2 dans le fluide synovial,
jours par rapport au placebo
3 mois 300 mg tous les jours
augmentation de la
concentration de TGF-f1 et
TGF-B2 dans le fluide synovial,
par rapport au placebo
Curcumine
Colitti et Curcumine 3 groupes chiens 12 chiens L’expression des genes
al.,, 2012 arthrosiques arthrosiques (6 impliqués dans la ‘réponse
[223] recevant 4 mg/kg 2 recevant la inflammatoire’ et dans ‘le
fois/jour, chiens curcumine et 6 développement et la fonction
arthrosiques recevant les des tissus conjonctifs’
recevant des AINS, AINS) et 6 diminuait plus dans le groupe
chiens sains chiens sains curcumine que dans le groupe
20 jours N=18 AINS
Curcumine inhibait la
prolifération des macrophages
Innes etal., Curcumine 2 groupes: placebo Chiens de Placebo : pas de changement
2003 [224] ou 1 mg/kg/jour propriétaires Curcumine : amélioration de la

arthrosiques
N=54

condition selon les

investigateurs
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Huile de poisson (acide docosahexaénoique (DHA) et acide eicosapentaénoique (EPA))

Hielm- Huile de poisson 2 groupes : Chiens de Placebo : réduction du score de
Bjorkman huile de mais propriétaires la douleur, par rapport au
et al., 2012 (placebo) : 1,7 mg + arthrosiques début
[225] 0,09 acides gras N=71 Huile de poisson
omega-3 augmentation du PFV et de la
(principalement qualité de vie, réduction du
acide a-linolénique), score de la douleur et de
Huile de poisson Iutilisation d’AINS, par rapport
110,25 mg + 5,75 au début
acides gras omega-3
(principalement EPA
et DHA)
16 semaines
Fritsch et Huile de poisson 3 groupes : placebo Chiens de Placebo : pas de changement
al., 2010a (aliment propriétaires 2-fois plus EPA + DHA : pas de
[226] commercial), aliment arthrosiques changement
expérimental avec 2 N=177 3-fois plus EPA + DHA
fois plus de amélioration de la boiterie et
concentrations d’EPA de I'état général, par rapport
+ DHA, aliment au début
expérimental avec 3
fois plus de
concentrations d’EPA
+ DHA
90 jours
Fritsch et Huile de poisson 2 groupes : controle Chiens de Omega-3 réduction plus
al., 2010b avec peu d’acides propriétaires rapide de [l'utilisation du
[227] gras omega-3 ou arthrosiques carprofene, par rapport au
aliment enrichi en controle
acides gras omega-3 N=131
12 semaines
Roush et Huile de poisson 2 groupes : placebo Chiens de Placebo : pas de changement
al.,, 2010a avec des (aliment commercial) propriétaires Huile de poisson
[228] concentrations ou aliment contenant arthrosiques augmentation du PFV et
élevées d’acides 3,5 % d’huile de N=38 amélioration de la boiterie, par
gras omega-3 poisson rapport au début
90 jours
Roush et Huile de poisson 2 groupes : placebo Chiens de Huile de poisson
al.,, 2010b avec des (aliment commercial) propriétaires concentrations sériques plus
[229] concentrations ou aliment avec 31- arthrosiques élevées d’acides gras omega-3,
élevées d’acides fois plusd’acidesgras N=127 concentrations sériques plus
gras omega-3 omega-3 faibles en acide arachidonique,
Faible rapport 24 semaines amélioration de la capacité a se
omega-6/omega- lever, a jouer et a marcher, par
3 rapport au placebo
Hansen et Huile de poisson 2 groupes : 90 mg Modele 90 mg EPA+DHA/kg
al.,, 2008 EPA+DHA/kg/jour expérimental concentrations sériques plus
[230] ou de chiens faibles en acide arachidonique
4,5 mg arthrosiques
EPA+DHA/kg/jour (section du
63 jours (1 semaine ligament croisé
avant la chirurgie et antérieur)
56 jours aprés la N=24
chirurgie)
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LeBlanc et Huile de poisson 3 groupes : controle Chiens sains Huile de poisson
al., 2008 Rapport omega- (huile de tournesol), N=15 concentrations sériques plus
[231] 6/omega-3 = 3,4 aliment avec huile de faibles en IL-1, IL-6 et PGE>, par
poisson, aliment avec rapport aux chiens recevant
huile de poisson + a- I’huile de tournesol
tocophérol acétate
75 g EPA/kg aliment
2,2 g DHA/kg aliment
12 semaines
Green Lipped Mussel
Rialland et Green Lipped 1 groupe : aliment Chiens de Augmentation des
al., 2013 Mussel (GLM) contrdle (30 jours) et propriétaires concentrations sériques en
[232] (Perna ensuite aliment arthrosiques acides gras omega-3 au jour
Canaliculus) enrichi en GLM (60 N=23 90, par rapport au jour 30
jours) Augmentation du PFV au jour
90 jours 90, par rapport au jour 30
Hielm- GLM (Perna 2 groupes : placebo Chiens de GLM : mobilité améliorée et
Bjorkman Canaliculus) ou 20-49 mg/kg/jour, propriétaires réduction de la douleur, par
et al., 2009 en fonction de la arthrosiques rapport au placebo
[233] masse du chien, N=45
pendant 10 jours, et
ensuite la moitié de la
dose pour le reste de
I'étude
8 semaines
Pollard et GLM (Perna 2 groupes : placebo Chiens de Placebo signes cliniques
al., 2006 Canaliculus) ou propriétaires améliorés au jour 28
[234] 375 mg/jour (chiens diagnostiqués GLM signes  cliniques
5-15 kg) avec une améliorés au jour 28, meilleurs
625 mg/jour (chiens maladie scores musculosquelettiques,
16-20 kg) articulaire signes cliniques améliorés au
750 mg/jour (chiens dégénérative jour 56 pour une plus grande
21-25 kg) N=81 proportion de chiens, par
1000 mg/jour (chiens rapport au placebo
26-45 kg) Aucun signe de toxicité
1125 mg/jour (chiens
>46 kg)
56 jours
Servet et GLM (Perna 1 groupe : aliment Chiens de Mobilité améliorée, par
al., 2006 Canaliculus) contenant 0,3 % de propriétaires rapport au début
[235] GLM arthrosiques Réduction de la douleur, du

45 jours

N=85

gonflement, des crépitements
et du score arthrosique, par
rapport au début
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2.5 Les actifs nutritionnels

Bien que les AINS et les analgésiques soient recommandés dans certains
contextes d’arthrose, ils peuvent présenter, principalement lors de leur utilisation a
long terme, des effets secondaires néfastes, tant chez I’humain que chez le chien. Des
troubles du tractus gastro-intestinal sont majoritairement observés [213, 236]. Dés
lors, une thérapie alternative efficace et plus saine est nécessaire [237]. Cette
thérapie pourrait provenir de la nutrition. En effet, outre le fait que I'arthrose soit

une maladie chronique, la nutrition peut fournir des bénéfices a long terme.

Le terme « nutraceutique » provient de la contraction des mots « nutrition »
et « pharmaceutique ». Ce sont des micronutriments isolés ou extraits de
I'alimentation, d’animaux (par exemple de coquilles de crustacés) ou de plantes,
présentés sous forme galénique (comprimé, gélule, poudre, potion...) et ayant des
effets bénéfiques sur la santé, notamment dans le cadre de la prise en charge des
maladies chroniques [238]. Néanmoins, précisons que le terme « nutraceutique » n’a
pas de valeur légale, contrairement au terme « complément alimentaire » qui est régi
par la Directive européenne 2002/46/CE du 10 juin 2002 et qui y est défini comme
étant une source concentrée de nutriments, concus pour compléter |'apport en
nutriments d'un régime alimentaire normal. Les notions de bénéfice pour la santé et
de prise en charge des maladies chroniques n’entrent pas dans la définition du
« complément alimentaire ». Afin d’éviter toute confusion, nous utiliserons dans ce

manuscrit le terme « actif nutritionnel ».

Beaucoup d’actifs nutritionnels ont déja été étudiés chez I’humain, avec
différents niveaux de preuve scientifique [239, 240]. L'attractivité d’'une nutrition
adaptée se trouve aussi dans le fait qu’elle est exempte d’effets secondaires néfastes,
contrairement a la plupart des traitements pharmacologiques. Par ailleurs, I'absence

de traitement renforce I'importance de la prévention.

Nous nous sommes plus principalement intéressés aux effets de trois extraits
nutritionnels in vitro et in vivo chez le chien. Les effets du collagéne hydrolysé, de

I’extrait de curcuminoides et de I'extrait de thé vert sont décrits ci-apres.
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2.5.1 Collagéne hydrolysé

Le collagene hydrolysé est obtenu par hydrolyse enzymatique de tissus
animaux riches en collagéne, comme l'os par exemple. Le collagene hydrolysé est
généralement reconnu comme un extrait naturel sain [241, 242]. La caractéristique
principale du collagéne hydrolysé est sa composition en acides aminés, élevée en
glycine et en proline, deux acides aminés essentiels pour la stabilité et la régénération

du cartilage [243].

In vitro, la synthese des PG et du collagene de type Il, et I'expression des AGG
par des chondrocytes bovins et porcins étaient augmentées avec le collagene

hydrolysé [244, 245].

In vivo, I'administration orale de collagene de type Il non dénaturé a des
chiens arthrosiques diminuait la douleur et augmentait le pic de force verticale et
I'aire d’impulsion, mesurés par des plateformes de force, indiquant également une
diminution de la douleur associée a I'arthrose [215]. Des chiens arthrosiques nourris
avec un aliment additionné quotidiennement de 10 g d’un hydrolysat de gélatine
montraient une vitalité augmentée et une diminution de la raideur et de la boiterie
évaluée par les propriétaires, apres huit semaines [218]. Des chiens arthrosiques et
obeses recevaient journellement 1 g ou 10 g de collagéne de type Il non dénaturé. La
douleur globale, Ia douleur lors de la manipulation des membres et la boiterie aprés
un exercice physique diminuaient, et ce plus fortement chez les chiens ayant recu
10 g de collagéne/jour. Le niveau d’activité physique était également augmenté [216,
219, 220]. Dans toutes ces études, I'effet du collagene hydrolysé était comparé a un
placebo. Le collagéne hydrolysé semblait sain et bien toléré par les chiens
arthrosiques [215, 216, 218-220]. A notre connaissance, il n’existe pas d’étude

évaluant I'absorption et la distribution tissulaire du collagene chez les chiens.

2.5.2 Extrait de curcuminoides

La curcumine est un composant majeur du curcuma, une épice jaune dérivée
des racines de la plante Curcuma longa. La curcumine est un polyphénol et est utilisée
depuis tres longtemps dans la médecine traditionnelle chinoise et ayurvédique [246]

(Figure 21).
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Figure 21. Structure chimique de la curcumine, sous sa forme énol.

In vitro, les effets anti-cataboliques, anti-inflammatoires et anti-apoptotiques
de la curcumine sont largement décrits, sur différents modeles de culture cellulaire.
La curcumine diminuait la synthese de NO, PGE;, IL-6, IL-8, COX2, iNOS, MMP-3 et
MMP-9 via l'inhibition de la translocation d’NF-kB et de la voie de signalisation du
TNF-a dans les chondrocytes [247-250]. La curcumine avait aussi la capacité
d’augmenter la synthése du collagéne de type Il [249], mais aucun effet sur la

synthése des AGG n’a été rapporté.

In vivo, des chiens arthrosiques ayant regu un extrait de curcuminoides
montraient un meilleur état général, par rapport au groupe placebo, selon les
investigateurs. Par contre, cette étude ne montrait une amélioration ni du pic de
force verticale ni de I’évaluation par les propriétaires. Aucun effet néfaste n’était
enregistré [224]. Une autre étude montrait que dans les globules blancs de douze
chiens arthrosiques, I'expression des genes impliqués dans la réponse inflammatoire
diminuait plus fortement chez les chiens nourris avec la curcumine que chez ceux
ayant recu des AINS. La curcumine inhibait aussi la prolifération des macrophages
[223]. Dans cette étude, la curcumine était administrée dans des phytosomes, un

complexe de curcumine et de phospholipides, pour améliorer sa biodisponibilité.

En effet, un probleme majeur rencontré avec les polyphénols, et notamment
avec la curcumine naturelle, est I'absence d’information concernant leur
biodisponibilité chez le chien. La curcumine naturelle est connue pour sa
biodisponibilité tres faible. Ce point est crucial pour envisager son administration par
voie orale. Le défi est de développer une curcumine avec une biodisponibilité
améliorée. Dans ce but, la curcumine a été dissoute dans de I'huile et absorbée
ensuite dans des chylomicrons, sans modification de sa structure [251]. La curcumine
a aussi été co-administrée avec la piperine, un inhibiteur de la glucuronidation

hépatique et intestinale [252]. Récemment, une nouvelle formulation pour les

- 51 -
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humains a été proposée dans laquelle la curcumine est piégée dans des
micro-émulsions formées par de I’huile essentielle de curcuma et du polysorbate 80,
un émulsifiant de I’équilibre hydrophile-lipophile [251]. Cependant, le polysorbate 80
peut causer des réactions d’hypersensibilités séveres chez les chiens, qui sont des
réactions anaphylactiques sévéres non immunitaires typiques (pseudo-allergies)
caractérisées par la libération d’histamine et d’anticorps immunoglobuline (Ig) E. Ces
découvertes posent question quant a I'utilisation du polysorbate 80 chez les chiens

[253].

Dans le but de mieux connaitre la pharmacodynamique de la curcumine, les
concentrations plasmatiques de la curcumine et de son métabolite, Ia
tétrahydrocurcumine (THC), étaient mesurées chez des Beagles, apres I'infusion
intra-veineuse de curcumine liposomale (dose totale de 10 mg/kg infusée sur une
période de 2 ou de 8 h). Il était nécessaire de stabiliser la curcumine avec de I'acide
phosphorique pour autoriser des déterminations quantitatives précises de
curcuminoides dans le plasma. Les concentrations de THC (2 h : AUC = 3796 ng/ml-h
et Cmax =983 ng/ml; 8 h: AUC = 1171 ng/mlh et Cmax = 293 ng/ml) étaient 6,3 2 9,6
fois plus élevées que celles de la curcumine (2 h: AUC = 394 ng/mlh et Cmax = 319
ng/ml; 8 h : AUC = 187 ng/ml-h et Cnax = 66 ng/ml) durant les deux vitesses d’infusion.
Les demi-vies plasmatiques des deux composés apres les 2 h d’infusion variaient de
0,4 a 0,7 h [254]. Bien s(r, l'utilisation de curcumine administrée en intra-veineuse
pour un traitement a long terme n’est pas faisable, mais cette étude aide a
comprendre la pharmacodynamique de la curcumine. La concentration de curcumine
mesurée dans le sang apres infusion intra-veineuse de curcumine liposomale chez le
chien est inférieure a la concentration montrant des activités biologiques dans les
études in vitro. Dés lors, la transposition des données in vitro a une situation in vivo

doit étre réalisée avec précaution.

2.5.3 Extrait de thé vert

L'extrait de thé vert est issu des feuilles de la plante Camellia sinensis.
L’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) est le composant majeur de la fraction
polyphénolique du thé vert et présente des propriétés anti-oxidantes, anti-tumorales

et anti-mutagenes [239] (Figure 22).
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Figure 22. Structure chimique de I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG).

In vitro, 'EGCG inhibait I'expression de TNF-a et de MMP-13 par des
chondrocytes arthrosiques humains stimulés par des produits de glycation. De plus,
la voie de signalisation des MAPK et I'activation d’NF-kB, stimulées par des produits
de glycation, étaient atténuées en présence d’EGCG [255]. La synthése d’'MMP-1 et
MMP-13, et I'activation de la voie NF-kB, stimulées par I'lL-B, étaient également

inhibées par I'EGCG [256, 257].

In vivo, |'effet de I'extrait de thé vert n’a jamais directement été évalué sur
des chiens arthrosiques. Cependant, I'arthrose étant part du syndrome métabolique,
comme I'obésité et la résistance a I'insuline, une étude évaluant les effets du thé vert
dans un modele de chien obese résistant a I'insuline a été réalisée. Dans cette étude,
la sensibilité a I'insuline et le profil lipidique étaient meilleurs lorsque les chiens
avaient recu de I'EGCG pendant douze semaines, par rapport aux contrdles.
L’expression des genes impliqués dans I’homéostasie lipidique et du glucose était

également modifiée par I'EGCG [258].

L'absorption, la distribution tissulaire et I’élimination de 'EGCG ont été
évaluées chez des Beagles. Une dose unique d’EGCG radiomarqué 3H (250 mg/kg)
administrée oralement était rapidement absorbée. En effet, les concentrations
plasmatiques étaient maximales 1 h aprés I'administration et la demi-vie était de
8,61 h. La distribution tissulaire était analysée 1 h aprés une injection intra-veineuse
de 25 mg/kg d’EGCG radiomarqué 3H, réalisée aprés 27 jours de traitement oral

d’EGCG radiomarqué 3H (250 mg/kg), afin de mimer la consommation chronique de
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thé vert. Les concentrations les plus élevées de radioactivité étaient observées dans
le foie et les tissus du tube digestif. L'excrétion via les féces prédominait sur
I’excrétion urinaire [259]. De 'EGCG radiomarqué 3H a également été administré
oralement (200 pl 0,05% EGCG) a des souris. La radioactivité était également
retrouvée dans le foie et le tube digestif, mais aussi dans les poumons, le pancréas,
les glandes mammaires, la peau, I'os, le cerveau, les reins, les ovaires, I'utérus et les

testicules [260].
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3 PARTIE IN VITRO

3.1 Introduction

Notre objectif était d’évaluer l'effet de divers actifs nutritionnels sur le
métabolisme des chondrocytes. Nous avons choisi un modéle de culture de
chondrocytes en deux dimensions, aussi appelé en monocouche. Ce modele est
adapté a I’évaluation d’un grand nombre de molécules. De plus, les cellules sont
directement en contact avec I'agent testé. Elles peuvent étre facilement récupérées
et différents extraits cellulaires peuvent étre analysés. A contrario, ce modele
présente certains inconvénients. Lorsqu’ils sont cultivés en monocouche sur un
support en plastique, les chondrocytes proliférent et perdent progressivement leur
phénotype. C'est pour cette raison que seules des cultures primaires ont été utilisées
dans notre travail. Enfin, ce modéle n’est pas recommandé pour I'étude de la
synthése et de I'organisation de la matrice extracellulaire. En effet, la faible quantité
de matrice présente autour des chondrocytes, par rapport a un modeéle de culture en
trois dimensions, ne permet pas d’étudier les interactions entre la molécule testée et

les composants de la matrice.

Des chondrocytes d’origine bovine ont d’abord été utilisés dans un souci de
facilité d’obtention et de disponibilité des prélevements. Par ailleurs, la cellularité du
cartilage bovin est plus dense que celle du cartilage humain. En effet, un grand
nombre de cellules était nécessaire pour la premiére partie de notre étude étant
donné les multiples actifs nutritionnels que nous souhaitions évaluer. L’origine
bovine des chondrocytes nous permettait d’obtenir un cartilage jeune et sain. Le
métabolisme du cartilage canin est plus proche du cartilage bovin que du cartilage
humain. Nous n’avons pas utilisé de cartilage canin pour différentes raisons.
Premiérement, la quantité de cellules disponibles sur une articulation canine était
insuffisante pour évaluer nos différents actifs nutritionnels. Deuxiemement, Royal
Canin ne nous y autorisait pas pour des raisons éthiques. Troisiemement, les
prélevements de cartilage canin étaient moins faciles a obtenir. Et quatriemement,

la caractérisation du cartilage obtenu (sain ou arthrosique) n’était pas précise.
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Lorsque les actifs nutritionnels et les concentrations adéquates ont été
sélectionnés, des chondrocytes d’origine humaine ont alors été employés. Ces
derniers étaient plus appropriés pour la réalisation de I'analyse de puces a ADN et
I’étude des voies de signalisation spécifiques de I'arthrose. De plus, cette approche
nous a permis d’étudier les actifs sur des chondrocytes pathologiques (arthrosiques),

ce qui n’était pas possible chez le bovin.

3.1.1 Objectifs

Phase 1 ou sélection des actifs nutritionnels : le premier objectif était de
comparer les effets de treize actifs nutritionnels sur des chondrocytes primaires
bovins cultivés en monocouche. Les actifs nutritionnels ont été sélectionnés sur base
de notre expertise, de l'avis d’experts en nutrition animale, de la littérature
scientifique et de I’analyse des contraintes réglementaires et d’industrialisation. Ces
treize actifs nutritionnels, testés individuellement, étaient: I'aloe vera, ASU, une
préparation de collagene hydrolysé, un extrait de curcuminoides, |'acide
docosahexaénoique (DHA), I'acide eicosapentaénoique (EPA), un extrait de Green
Lipped Mussel (GLM), une huile de poisson, un extrait d’ortie, le pycnogénol (écorce
de pin), le resvératrol, un extrait de thé vert et un mélange de vitamines (Tableau 4).
lIs ont été testés en présence ou non d’IL-1B. L'IL-1P était ajoutée pour reproduire en
partie in vitro le déséquilibre métabolique observé in vivo chez les chondrocytes
arthrosiques. Dans deux cultures, les actifs nutritionnels et I'IL-1B étaient ajoutés
simultanément. Dans une culture, les cellules étaient cultivées pendant 48 h en
présence des actifs nutritionnels avant I'ajout d’IL-1B. Au terme de cette phase et en
considérant notre objectif final qui était de mettre au point une alimentation canine,
nous avons sélectionné plusieurs actifs nutritionnels sur base des criteres

scientifiques, industriels et réglementaires suivants :

absence de signe de cytotoxicité ;

- amplitude de l'effet sur les paramétres inflammatoires et/ou cataboliques
et/ou anaboliques ;

- absence de toxicité montrée chez les petits animaux ;

- digestibilité chez les chiens ;

- disponibilité ;
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- stabilité;

- cout;

- existence de brevets, liberté d’exploitation ;

- autorisation dans les aliments canins par le Registre Communautaire des
Additifs Alimentaires conformément au Réglement (CE) numéro

1831/2003 [261].

Phase 2 ou identification de la concentration optimale : nous avons testé les
actifs nutritionnels sélectionnés a des doses croissantes afin de déterminer la
concentration optimale. Les effets ont été recherchés en absence et en présence

d’IL-1P.

Phase 3 ou recherche des effets additifs et synergiques : nous avons recherché
les effets additifs et synergiques de ces actifs nutritionnels sur des parametres du
catabolisme, de I'anabolisme et de I'inflammation. Dans ce but, nous avons testé des

mélanges de deux ou trois actifs nutritionnels, en absence et en présence d’IL-1B.

Phase 4 ou confirmatoire : nous avons confirmé les résultats obtenus durant
les phases précédentes sur des chondrocytes primaires humains cultivés en
monocouche. Sur ce modele, nous avons également étudié les effets des actifs
nutritionnels sur la voie de signalisation NF-kB activée par I'lL-1B. Sur base des
résultats obtenus lors des phases 3 et 4, nous avons choisi la combinaison d’actifs
nutritionnels avec les propriétés biologiques les plus intéressantes pour le traitement

de I'arthrose.

Phase 5 ou mécanistique : afin de mieux comprendre les mécanismes d’action
du mélange d’actifs nutritionnels, la technique de biopuces a ADN a été utilisée. Le
mélange d’actifs nutritionnels était ajouté aux chondrocytes primaires humains a la
concentration optimale définie, en présence d’IL-1B ou non. Cette analyse de
biopuces a ADN a permis d’identifier des genes qui étaient exprimés différemment
en présence ou en absence du mélange d’actifs nutritionnels, et en présence d’IL-1B
ou non. Nous avons utilisé des dosages immunologiques pour confirmer les genes

identifiés qui étaient exprimés différemment par les chondrocytes primaires
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humains, en présence ou en absence du mélange d’actifs nutritionnels, et en

présence d’IL-1 ou non.
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3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Origine des chondrocytes et déclaration éthique

Le cartilage articulaire normal bovin était obtenu a « I’Abattoir Public de
Liege », a partir de I'articulation métacarpo-phalangienne de bovins agésde 1 a 2 ans,
dans les 2 h suivant la mort de I'animal. Le cartilage articulaire arthrosique humain
était prélevé pendant lI'intervention chirurgicale pour la pose d’une prothése totale
du genou. Le cartilage articulaire était prélevé aux niveaux des plateaux fémoral et
tibial et de la rotule. Tous les prélevements utilisés ont été obtenus aprés le
consentement éclairé du patient. Dans un premier temps, I'étude a été expliquée a
ce dernier oralement par le chirurgien orthopédique, et dans un second temps un
consentement écrit a été recueilli. Cette procédure de consentement a été
approuvée par le Comité d’Ethique de I’Université Catholique de Louvain (numéro du

dossier : B403201214793).

3.2.2 Isolement des chondrocytes

Le cartilage articulaire était prélevé, découpé en fragments de 1 mm?3 et placé
dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contenant du rouge
phénol et 4,5 g/L de glucose (Lonza, Verviers, Belgique), 10 mM d’HEPES (acide 4-(2-
hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) (Lonza, Verviers, Belgique), 100 U/ml
de pénicilline (Lonza, Verviers, Belgique) et 0,1 mg/ml de streptomycine (Lonza,
Verviers, Belgique). Apres trois lavages, les chondrocytes étaient extraits du cartilage
par plusieurs digestions enzymatiques successives a l'aide d’hyaluronidase
(Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique), de pronase E (Merck, Leuven, Belgique) et de
collagénase (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) (0,5 mg/ml de hyaluronidase de type
IVS pendant 30 min a 37 °C, 1 mg/ml de pronase E pendant1 ha 37 °Cet 0,5 mg/ml
de collagénase IA pendant 16 a 20 h a 37 °C). Les chondrocytes étaient ensuite filtrés
a travers un filtre de nylon avec des pores de 70 pum, lavés trois fois, comptés et mis
en suspension dans du DMEM supplémenté de 10 % de FBS (foetal bovine serum)
(Lonza, Verviers, Belgique), 10 mM d’HEPES, 100 U/ml de pénicilline, 0,1 mg/ml de
streptomycine, 2 mM de glutamine (Lonza, Verviers, Belgique) et 20 ug/ml de proline

(Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) a la densité cellulaire de 0,25 x 10° cellules/ml
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pour les chondrocytes bovins ou de 0,1 x 10° cellules/ml pour les chondrocytes

humains.

3.2.3 Description des actifs

Le tableau 4 présente les caractéristiques des treize actifs nutritionnels
utilisés dans notre travail. La dose testée a été choisie en se basant sur des données

de la littérature scientifique (Tableau 4).

Tableau 4. Caractéristiques des treize actifs nutritionnels évalués lors de la phase 1 de sélection.

Actif nutritionnel Nom de la marque | Fournisseur | Composition Concentration
utilisée pour la
phase 1 de
sélection

Aloe vera Aloe vera PE | Naturex, Extrait naturel (100 %) 100 pg/ml [262]
200:1 WS Avignon,
France

Insaponifiables Avovida™ Sochim, Phytosterols (45 %), | 10 pug/ml [263]
d’avocat et de soja Cornaredo, protéines (29 %), graisses
(ASU) Italie (11 %), autres: isolat
protéique de soja,
tocophérols, dioxyde de
silicone

Collagéne hydrolysé Fortigel® Gelita, Mix de différents | 10° M =33 pg/ml
Eberbach, peptides. En moyenne,
Allemagne les peptides sont
composés de 30 acides
aminés, ce qui
correspond a un poids
moléculaire d’environ 3
kDa. La glycine et la
proline représentent plus
de 35 % du contenu total
en acides aminés.

Extrait de Turmipure™ Naturex, Oléorésine extraite a | 10° M = 3,68
curcuminoides Avignon, partir des racines de la | ug/ml[250]

France plante Curcuma longa.
Composée d’extrait
naturel et de
méthylcellulose. Son
contenu en
curcuminoides est
environ de 82 %,
desquels 75 % sont de la
curcumine, 21 % sont de
la déméthoxycurcumine
et 4 % sont de Ia
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bisdéméthoxycurcumine

Cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-

Acide Cis-4, 7, 10, 13, | Sigma- 10° M = 3,28
docosahexaénoique 16, 19- | Aldrich, docosahexaenoic acid pg/ml [264]
(DHA) docosahexaenoic | Bornem,
acid Belgique
Acide Cis-5, 8, 11, 14, | Sigma- Cis-5, 8, 11, 14, 17- |10° M = 3,02
eicosapentaénoique 17- Aldrich, eicosapentaenoic acid ug/ml [264]
(EPA) eicosapentaenoic | Bornem,
acid Belgique
Green Lipped Mussel | Glycomega Aroma, 100 % provenant de la | 180 pg/ml [265]
(GLMm) Christchurch | coque de moules vertes
, Nouvelle- | cultivées (élevage) dans
Zélande la région de Marlborough
Sounds en Nouvelle-
Zélande (lipides,
carbohydrates,
protéines)
Huile de poisson Ropufa DSM, Omega3(32%),omega6 | 10° M
Heerlen, (3,3 %), EPA + DHA (27 | d’équivalent EPA
Pays-Bas %), hydroxyanisole | =77,5 pug/ml [264]
butylé, acide carnosique
Extrait d’ortie Nettle leaf PE Naturex, Extrait naturel, | 10 ug/ml [266]
Avignon, maltodextrine
France
Extrait de pin Pycnogenol® Horphag Procyanidines (74 %) 25 pg/ml [267]
Research,
Geneéve,
Suisse
Resvératrol ResVida™ DSM, Trans-resvératrol 10° M = 2,28
Heerlen, (99,5 %) pg/ml [268]
Pays-Bas
Extrait de thé vert Green Tea PE 25 % | Naturex, Obtenu & partir des | 10° M
Avignon, feuilles de la plante de | d’équivalent
France thé vert (Camellia | épigallocatéchine
sinensis L.). Composé | -3-gallate (EGCG)
d’extrait naturel et de | = 49,29 pug/ml
maltodextrine. Son | [256]
contenu total en
polyphénols est de plus
de 25 %, son contenu en
catéchines de plus de
12,5 % et son contenu en
EGCG de plus de 9,3 %.
Vitamines Dog Vitamin | Société Le mélange de vitamines | 10 M
premix frangaise de | est composé | d’équivalent
prémix et | principalement de | vitamine E =

spécialités,

vitamine E (23350

mg/kg). Il contient aussi

184,58 pg/ml
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Saint-Nolff, de la vitamine A (750
France mg/kg), de la vitamine C
(135 mg/kg), de la
vitamine D (4,7 mg/kg) et
des vitamines B. Toutes
ces  vitamines  sont
contenues dans de la

farine de mais.

3.2.4 Culture des chondrocytes

Les chondrocytes étaient ensemencés dans des plaques six puits a la densité
de 0,5x 10° cellules/puits (chondrocytes bovins) ou 0,2 x 10° cellules/puits
(chondrocytes humains) en ajoutant 2 ml du milieu de culture (voir composition dans
le paragraphe précédent) par puits. Les chondrocytes étaient cultivés en
monocouche pendant environ cing jours jusqu’a atteindre quasiment 95 % de
confluence (Figure 23). Les chondrocytes étaient ensuite cultivés pendant 24 h dans
du DMEM enrichi avec 1 % de FBS, 10 mM d’HEPES, 100 U/ml de pénicilline,
0,1 mg/ml de streptomycine, 2 mM de glutamine et 20 ug/ml de proline. Seules des
cultures primaires ont été réalisées pour assurer la stabilité du phénotype des

chondrocytes.

Figure 23. Photographies de chondrocytes humains. A : lorsqu’ils étaient ensemencés. B : aprés 5
jours de culture.

Quand les chondrocytes bovins atteignaient environ 95 % de confluence, le
milieu de culture était enlevé et remplacé par du milieu de culture frais (DMEM
enrichi avec 1 % de FBS, 10 mM d’HEPES, 100 U/ml de pénicilline, 0,1 mg/ml de
streptomycine, 2 mM de glutamine et 20 pug/ml de proline) contenant ou non les
actifs nutritionnels et/ou de I'lL-1B porcine recombinante 10 M (R&D System,
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Abingdon, Royaume-Uni), afin de mimer les chondrocytes arthrosiques. Dans un
premier temps, les treize actifs nutritionnels (aloe vera, ASU, préparation de
collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile de poisson,
extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines)
ont été étudiés aux concentrations décrites dans le Tableau 4, en absence ou en
présence de 101° M d’IL-1B porcine recombinante. Les ASU, Iextrait de
curcuminoides et I’huile de poisson ont été dissouts dans du tétrahydrofurane (THF)
et ensuite ajoutés au milieu de culture, respectivement a la concentration finale de
10 pg/ml, 3,68 pg/ml et 77,5 ug/ml. Le DHA, I'EPA, le pycnogénol, le resvératrol et le
mélange de vitamines ont été dissouts dans de I'éthanol et ensuite ajoutés dans le
milieu de culture, respectivement a la concentration finale de 3,28 pg/ml, 3,02 pug/ml,
25 pug/ml, 2,28 pug/ml et 184,58 pg/ml. L’aloe vera, le collagéne hydrolysé, la GLM,
I’extrait d’ortie et I'extrait de thé vert ont été dissouts dans de I'eau milliQ, filtrés a
travers un filtre stérile composé de pores de 0,20 um et ajoutés ensuite dans le milieu
de culture, respectivement a la concentration finale de 100 pg/ml, 33 pg/ml,
180 pg/ml, 10 ug/ml et 49,29 pg/ml. Les mémes quantités de THF et d’éthanol (0,1 %)
étaient ajoutées pour chaque condition. Trois cultures ont été réalisées et, dans
chaque culture, chaque condition expérimentale a été reproduite trois fois. Deux
cultures ont été réalisées en incubant simultanément les actifs nutritionnels et I'lL-18
(co-incubation) pendant 24 ou 48 h et une culture a été réalisée en cultivant les
chondrocytes pendant 48 h avec les actifs nutritionnels avant I'administration d’IL-13
(48 h). Dans un deuxiéme temps, les actifs nutritionnels sélectionnés (C=extrait de
curcuminoides, O=collagéne hydrolysé et T=extrait de thé vert) ont été étudiés aux
concentrations de 0,5 pg/ml, 2,5 pug/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pug/ml, en absence ou en
présence de 101 M d’IL-1B porcine recombinante. Dans un troisiéme temps, afin de
rechercher leurs effets additifs ou synergiques, les actifs nutritionnels ont été étudiés
a la concentration de 12,5 pg/ml, seuls ou en mélanges (12,5 ug/ml C + 12,5 pg/ml
0; 12,5 ug/ml C+ 12,5 ug/ml T; 12,5 pg/ml C + 12,5 pug/ml O + 12,5 ug/ml T), et en
I'absence ou en la présence de 10° M d’IL-1B porcine recombinante. Les
chondrocytes étaient incubés pendant 24 ou 48 h avec les actifs nutritionnels et/ou
I'IL-1B (Figure 24). Chaque condition de culture était testée en triplicata dans trois

cultures de chondrocytes indépendantes.
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Phase 1 : sélection des actifs nutritionnels

Protocole 1 : IL-1B et actifs nutritionnels ajoutés simultanément (n=2 cultures)

Culture de chondrocytes bovins

24 h

A

Protocole 2 : pré-incubation avec les actifs nutritionnels avant I'lL-1B (n=1 culture)

Culture de 10° M IL-1B porcine
chondrocytes bovins
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Phase 2 : identification de la concentration optimale en actifs nutritionnels

Protocole 3 : IL-1B incubé simultanément avec des doses croissantes d’actifs nutritionnels (n = 3

0,5 pg/ml 2,5 pg/ml 12,5 pg/ml 62,5 pg/ml

I

Culture de chondrocytes bovins Actifs nutritionnels + 10"2° M IL-1B porcine

cultures)

48 h

24 h -

Phase 3 : recherche des effets additifs ou synergiques des actifs nutritionnels

A A

Protocole 4 : IL-1B et, seuls ou en mélange, incubés simultanément (n = 3 cultures)

12,5 pg/ml

! ! ! !

Culture de chondrocytes bovins Actifs nutritionnels + 10"2° M IL-1B porcine

48 h

24 h "

Figure 24. Représentation schématique des différents protocoles réalisés sur les chondrocytes
bovins.

A A
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Quand les chondrocytes humains atteignaient environ 95 % de confluence, le
milieu de culture était enlevé et remplacé par du milieu de culture frais contenant les
trois actifs nutritionnels seuls ou en combinaison, a des concentrations variant de 1
a4 pug/ml(1-2-4 ug/ml C, 1-2-4 ug/ml O, 1-2-4 ug/ml T) et en absence ou en présence
de 10** M d’IL-1B humaine (R&D System, Abingdon, Royaume-Uni). Les chondrocytes
étaient incubés pendant 24 ou 48 h avec les actifs nutritionnels et/ou I'lL-1B. Chaque
condition de culture était testée en triplicata dans trois cultures de chondrocytes
indépendantes. Afin d’investiguer les effets des actifs nutritionnels sur la voie de
signalisation NF-kB activée par I'lL-1B, les chondrocytes humains arthrosiques étaient
pré-incubés pendant 24 h avec 4 ug/ml de C ou avec la combinaison COT (4 pug/ml de
C + 4 pg/ml de O + 4 pg/ml de T), puis stimulés par I'lL-1B humaine 10! M pendant

5 ou 15 min.

Pour la réalisation de la technique des biopuces a ADN, des chondrocytes
primaires humains ont été isolés a partir de cartilage arthrosique (dix femmes et
deux hommes, 4ge moyen de 67 ans, variant de 54 a 76 ans) prélevé au niveau du
genou lors la pose d’une prothése du genou. Douze cultures indépendantes, réalisées
avec des chondrocytes provenant de patients différents, ont été utilisées. Les
chondrocytes étaient cultivés en monocouche dans les conditions expérimentales
décrites précédemment. Quand les chondrocytes humains atteignaient 95 % de
confluence, la combinaison COT était ajoutée au milieu de culture avec ou sans IL-13
humaine a la concentration de 10! M. Les chondrocytes étaient cultivés pendant 24

ou 48 h avec le mélange COT et/ou I'lL-1B (Figure 25).
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Phase 4 : phase confirmatoire

Protocole 5 : IL-1B et actifs nutritionnels ajoutés simultanément (n = 3 cultures)

1pg/ml || 2pg/ml || 4pug/ml

! ! ! !

|I Culture de chondrocytes humains Actifs nutritionnels + 101* M IL-1B humaine

P [
<« r‘

Protocole 6 : IL-1B et actifs nutritionnels ajoutés simultanément (n = 12 cultures)

24h N "

Figure 25. Représentation schématique des différents protocoles réalisés sur les chondrocytes
humains.

Phase 5 : phase mécanistique

Culture de chondrocytes humains

A A
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3.2.5 Arrét de la culture des chondrocytes

Aprés 24 h de culture en présence des actifs nutritionnels et/ou de I'lL-1B, le
milieu de culture conditionné était collecté et stocké a -20 °C. Les chondrocytes
étaient récoltés a I'aide d’un scrappeur. L'acide ribonucléique (ARN) était extrait en
utilisant le RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) et une réaction de
polymérisation en chaine (transcriptase inverse puis quantitative) était réalisée pour

analyser I'expression des genes.

Apres 48 h de culture en présence des actifs nutritionnels et/ou de I'lL-1B, le
milieu de culture conditionné (de I'autre moitié des puits) était collecté et stocké
a - 20 °C. Les chondrocytes étaient lysés par ultrasons (50 Hz) pendant 20 sec a 4 °C

dans 500 pl de tampon Tris-HCI.

3.2.6 Mesure de la lactate déshydrogénase

La viabilité cellulaire était estimée en quantifiant la lactate déshydrogénase
(LDH) dans les milieux de culture conditionnés. Un échantillon de 100 ul des milieux
de culture conditionnés ou de la courbe de dilution du standard (LDH de muscle de
lapin, gamme de concentrations comprise entre 12,5 et 2000 ng/ml) (Roche,
Bruxelles, Belgique) était mélangé avec 50 pl de tampon Tris (10 mM Tris-HCI, pH 8,5)
contenant 0,1 % d’albumine sérique de boeuf (BSA) et 800 mM de lactate
(Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique). Ensuite, 50 ul du réactif colorimétrique
(1,6 mg/ml de chlorure de p-iodonitrotetrazolium (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique),
4 mg/ml de nicotinamide-adénine dinucléotide (Roche, Bruxelles, Belgique), et
0,4 mg/ml de méthosulftate de phénazine (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique)) étaient
ajoutés. Apres 10 min d’incubation a température ambiante, I’'absorbance était lue a
une longueur d’onde de 492 nm a l'aide du spectrophotomeétre Labsystems iEMS
Reader MF (Labsystems, Helsinki, Finlande). Le pourcentage de cellules mortes était
calculé en utilisant la formule suivante : LDH du surnageant de culture / (LDH du

surnageant de culture + LDH des extraits cellulaires) x 100.

3.2.7 Réaction de polymérisation en chaine

L’ARN était transcrit en ADN complémentaire (ADNc) grace a I'enzyme

SuperScript lll (Life Technologies, Gand, Belgique). Une réaction de polymérisation en
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chaine quantitative (qPCR) était ensuite réalisée pour analyser I'expression des
génes, en utilisant le SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) (Westburg, Leusden,
Pays-Bas) comme précédemment décrit [84]. La source d’acide nucléique pour la
réaction de polymérisation en chaine était soit ’ADNc des échantillons, soit de I’ADN
standard purifié dont la concentration était connue. Les séquences des primers
utilisées pour amplifier 'ADNc désiré ont été présentées dans le Tableau 5.
L'amplification était réalisée avec le LightCycler 480 (Roche, Bruxelles, Belgique).
Pour standardiser les niveaux d’ARNm, I’hypoxanthine phosphoribosyltransférase
(HPRT) a été amplifiée et utilisée comme gene de référence (contréle interne).
L’expression des genes était normalisée en calculant le rapport entre le nombre de
copies d’ADNc d’IL-6, COX2, iNOS, MMP-3, ADAMTS4, ADAMTSS, collagene de type
Il (COL2), AGG et le nombre de copies d’ADNc d’"HPRT.

Tableau 5. Séquences des primers bovins sens et anti-sens utilisés pour la gPCR.

Gene Primer bovin sens Primer bovin anti-sens

HPRT 5-AGTTTGGAAATACCTGGCG-3’ 5-AGTCTTTAGGCTCGTAGTGC-3’
IL-6 5 -TGGTGATGACTTCTGCTTTCC-3’ 5-TGCCAGTGTCTCCTTGC-3’

COoX2 5’-GTCTGATGATGTATGCCACC-3’ 5’-ACGTAGTCTTCAATCACAATCT-3’
iNOS 5’-GGCAAGCACCACATTGAGA-3’ 5-TGCGGCTGGATTTCGGA-3’
MMP-3 5’-TCTATGAAGGAGAAGCTGACATAAT-3’ 5’-TTCATGGGCAGCAACAAG-3’
ADAMTS 4 5’-CTTTCAATGTCCCACAGGC-3’ 5’-CAGGAACGGAAGCGGGTA-3’
ADAMTS 5 5’-GACACCCTGGGAATGGCA-3’ 5’-CACAGAACTTGGAATCGTCA-3’
coL2 5’-CTGCGTCTACCCCAAC-3’ 5’-GGGTGCAATGTCAATGAT-3’
AGG 5-TGCCTTTGACGTGAGC-3’ 5 -GCATTGTTGTTGACAAACT-3’

HPRT=hypoxanthine phosphoribosyltransférase, IL-6=interleukine-6, COX2=cyclooxygénase
2, iNOS=synthase d’oxyde nitrique inductible, MMP-3=metalloprotéase matricielle-3,
ADAMTS4=a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 4,
ADAMTSS5=a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 5,
COL2=collageéne de type Il, AGG=agrécane

3.2.8 Analyse génétique sur biopuces a ADN

Le rendement de [I'extraction d’ARN était déterminé de maniere
spectrophotométrique en mesurant la densité optique a 260 nm. La pureté et la
qualité de ’ARN étaient évaluées en utilisant un kit Experion RNA StdSens Analysis

(Bio-Rad, Temse, Belgique).

Le profil d’expression des génes était réalisé en utilisant une puce (lllumina

multisample format Human HT-12 v4 Bead-Chip) (Illumina, Eindhoven, Pays-Bas) qui
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contient plus de 34000 sondes. Pour chaque échantillon, 250 ng d’ARN total était
marqué a la biotine en utilisant la trousse «lllumina TotalPrep-96 RNA
Amplification » (Ambion, Erembodegem, Belgique). L’ARN marqué était hybridé a la
puce. Les puces étaient lavées, puis scannées en utilisant un « BeadArray Reader »
(Hlumina, Eindhoven, Pays-Bas). Les images brutes de |'analyse étaient enregistrées
et extraites automatiquement durant le scan par le logiciel GenomeStudio (Illumina,

Eindhoven, Pays-Bas) (Figure 26).
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Figure 26. Schéma représentant le principe de la technique des biopuces a ADN.
Les données brutes obtenues étaient ensuite transférées au logiciel Biometric
Research Branch (BRB) ArrayTools (disponible a I'adresse

http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html) pour étre normalisées en utilisant la

méthode de normalisation des quantiles selon les recommandations du fabricant. Les
données normalisées étaient ensuite filtrées. Ce filtre permettait d’éliminer les

transcrits non exprimés ou exprimés de la méme maniere.

L’outil de comparaison de classes du logiciel BRB ArrayTools calculait ensuite
le nombre de genes qui montraient une expression différentielle entre les conditions,
a un niveau de signification statistique sélectionné (p<0,001). Une liste de génes était
créée. La pertinence biologique des génes sur- et sous-exprimés était analysée en

utilisant le programme Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Qiagen, Venlo, Pays-Bas).

3.2.9 Mesure de I'acide désoxyribonucléique

Les chondrocytes étaient lysés par ultrasons (50 Hz) pendant 20 sec a 4 °C
dans 500 pl de tampon Tris-HCI. Le contenu en ADN était mesuré dans les extraits
cellulaires en utilisant la méthode fluorométrique de Hoechst [269]. En bref, 200 ul
de la solution réactive (0,2 mg/ml solution Hoechst dye (Life Technologies, Gand,

Belgique) diluée cent fois dans du tampon PO4 50 mM) étaient ajoutés a 50 pl des
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extraits cellulaires ou de la courbe de dilution du standard (gamme de concentrations
comprise entre 0,3125 et 20 pg/ml). Aprés 30 min d’incubation a température
ambiante et a I'abri de la lumiére, la fluorescence était lue a 458 nm a I'aide d’un

fluorimétre Fluoroskan Ascent FL (Labsystems, Helsinki, Finlande).

3.2.10 Mesure du nitrite

La production de NO était quantifiée en mesurant son produit dérivé, le nitrite
(NOy), dans les milieux de culture conditionnés en utilisant une méthode
spectrophotométrique basée sur la réaction de Griess [270]. Cent ul des milieux de
culture conditionnés ou de la courbe de dilution du standard (nitrite de sodium
(NaNO;), gamme de concentrations comprise entre 1,95 et 125 nmol/ml)
(Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) étaient mélangés avec 100 pl du réactif de Griess
(0,5 % sulfanilamide, 0,05 % naphtyle éthyléne diamine, 2,5 % acide phosphorique
(H3PQO4)). L'absorption était mesurée a une longueur d’onde de 540 nm a 'aide du
spectrophotometre Labsystems iEMS Reader MF. La production de NO; était

exprimée par pug d’ADN.

3.2.11 Mesure de la prostaglandine E,

La production de PGE; était mesurée dans les milieux de culture conditionnés
en utilisant le dosage immunologique compétitif DetectX PGE, High Sensitivity
Immunoassay (Arbor Assays, Michigan, Etats-Unis). En bref, 100 pl des milieux de
culture conditionnés ou de la courbe de dilution du standard (PGE,, gamme de
concentrations comprise entre 12,5 et 400 pg/ml) étaient déposés dans un puits
d’une plaque 96 puits, dont la paroi était tapissée avec des anticorps anti-souris
dirigés contre les Ig de type G. Une peroxydase conjuguée a la PGE; (25 pl) était
ajoutée aux standards et aux milieux de culture conditionnés dans les puits. La
réaction de liaison permettant la formation de complexes
anticorps-antigene-anticorps était initiée par I’addition d’un anticorps monoclonal de
souris spécifique de la PGE; (25 pl). Aprés une incubation d’une nuit a 4°C, la plaque
était lavée et 100 pl de 3, 3’, 5, 5’-tétraméthylbenzidine et d’"H,0; (Biosource Europe,
Fleurus, Belgique) étaient ajoutés pour permettre la révélation de la formation du

complexe. Ce substrat réagissait grace a la liaison avec la peroxydase conjuguée a la
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PGE;, ajoutée précédemment aux puits. Aprés une période de 30 min d’incubation,
la réaction était arrétée par I'ajout d’'une solution d’acide sulfurique (H2SO4) 1,8 N.
L'absorbance était mesurée a une longueur d’onde de 450 nm a l'aide du
spectrophotometre Labsystems iEMS Reader MF. La production de PGE; était

exprimée par ug d’ADN.

3.2.12 Dosages immunologiqgues (EASIA) de I'agrécane, de la
bone morphogenetic protein-2, du ligand a la chimiokine
(motif C-X-C) 6, de l'interleukine-6, de la métalloprotéase
matricielle-3 et -13, de la stanniocalcine 1 et de Ia

serpine E1
Les productions d’AGG, bone morphogenetic protein-2 (BMP-2), CXCL6, IL-6,

MMP-3, MMP-13, STC1 et serpine E1 ont été mesurées par EASIA (enzyme amplified
sensitivity immunoassay) (Tableau 6). Les EASIA ont été réalisés selon les protocoles
décrits par les fabricants (IL-6, MMP-3, AGG : Invitrogen, Merelbeke, Belgique ;
CXCL6, MMP-13, BMP-2, STC1, serpine E1: R&D Systems, Abingdon, Royaume-Uni).
Les productions de BMP-2, CXCLS6, IL-6, MMP-3, MMP-13, STC1 et serpine E1 étaient
mesurées dans les surnageants de culture alors que la production d’AGG était
mesurée dans les surnageants de culture et dans les extraits cellulaires. Ces dosages
étaient basés sur un systeme constitué de deux anticorps monoclonaux dirigés contre
des épitopes distincts de la molécule a quantifier. Le premier anticorps était fixé au
fond des puits d’une plaque 96 puits par une incubation durant une nuit a 4°C. La
plaque était alors lavée et ensuite saturée avec une solution de BSA durant 2 h a
température ambiante. L'antigene réagissait avec I'anticorps fixé sur le fond du puits
et avec I'anticorps couplé a de la biotine. Aprés une période d’incubation de 2 h
permettant la formation de complexes anticorps-antigene-anticorps biotinylé, la
plague était lavée. Une solution de 0,02 U/ml de streptavidine-peroxydase (Roche,
Bruxelles, Belgique), préparée dans le tampon utilisé pour la saturation des plaques,
était ajoutée. Au terme de 30 min d’incubation, la plaque était lavée et la révélation
des anticorps fixés aux antigenes était effectuée par I'addition d’une solution de 3,
3’, 5, 5'-tétraméthylbenzidine (TMB) et d’H,0.. Aprés une période de 20 min

d’incubation, la réaction était arrétée par lI'ajout d’une solution d’H,SO4 1,8 N.
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L'absorbance était mesurée a une longueur d’onde de 450 nm a l'aide du
spectrophotometre Labsystems iEMS Reader MF. Les résultats étaient normalisés en
rapportant les concentrations a la quantité d’ADN cellulaire, et donc exprimés par ug

d’ADN.

Tableau 6. Caractéristiques spécifiques des différents dosages immunologiques réalisés.

Sensibilité Précision  (CV | Reproductibilité
intra-test) (CV inter-test)
AGG 0,9 ng/ml 2,7 % 4,0%
BMP-2 11 pg/ml 2,6% 6,3%
IL-6 2 pg/ml 4,2 % 4,4 %
CXCL6 1,6 pg/ml 5,4 % 7,4 %
MMP-3 0,2 ng/ml 5,6 % 6,5 %
MMP-13 7,7 pg/ml 3,6% 4,2 %
STC1 57 pg/ml 57% 5,9 %
Serpine E1 0,059 ng/ml 6,8 % 7,0%

CV=coefficient de variation

Remarques :

- Pour le dosage de I'AGG, I'anticorps fixé a la plague reconnait les résidus
« Kératane Sulfate » et [I'anticorps biotinylé reconnait la partie
« Hyaluronic Acid Binding Region » de la protéine centrale. Par
conséquent, ce dosage permet la reconnaissance de la protéine entiere,
mais également de la protéine apreés clivage enzymatique.

- Pourle dosage de la MMP-3, les anticorps reconnaissent la MMP-3 active,

la pro-MMP-3 et les complexes MMP-3/ TIMP.

3.2.13 Mesure des protéines totales

Les protéines totales étaient quantifiées dans les culots cellulaires en utilisant
le kit MicroBCA (bicinchoninic acid) ™ Protein (Thermo Fisher Scientific,
Erembodegem, Belgique). Il se basait sur la réaction colorimétrique en présence
d’acide bicinchoninique, utilisé comme agent de détection du Cu*. Celui-ci était formé
lorsque le Cu** était réduit par les protéines dans un environnement alcalin. La
chélation de deux molécules d’acide bicinchoninique avec un ion Cu* permettait
d’obtenir un produit de réaction de couleur mauve. La courbe de référence était
réalisée a partir de BSA 2 mg/ml dans une gamme de concentrations comprise entre
6,25 et 400 pg/ml. Cent upl de la solution de réaction contenant I'acide

bicinchoninique étaient ajoutés a 100 pl d’échantillons ou de standards. Aprés 1 h
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d’incubation a 37°C et sous agitation, I'absorbance était lue a une longueur d’onde
de 562 nm a 'aide du spectrophotometre Labsystems iEMS Reader MF. La quantité

de protéines totales était exprimée en pg/ml.

3.2.14 Immunotransfert de protéines

Les cellules étaient collectées, déposées sur la glace et lysées dans 50 ul de
tampon (25 mM HEPES, 150 mM chlorure de sodium (NaCl), 0,5 % Triton X-100, 10 %
glycérol et 1 mM dithiothreitol) contenant des inhibiteurs de protéases et de
phosphatases (Roche, Bruxelles, Belgique). Apres une incubation a 4 °C pendant
30 min, les lysats étaient centrifugés a 14000 g pendant 30 min a 4 °C, afin d’enlever
les résidus insolubles. Les concentrations protéiques étaient déterminées en utilisant
le kit MicroBCA dont le principe est décrit dans le paragraphe précédent. Les extraits
protéiques totaux (20 pg) étaient fractionnés par électrophorése sur un gel de
polyacrylamide (10 %) et transférés sur une membrane de polyfluorure de vinylidéne.
Les membranes étaient bloquées pendant 1 h dans une solution saline tamponnée
Tris-Tween contenant 5 % de lait en poudre (protéine heat shock cognate (HSC) 70)
ou 2 % de BSA (phospho-NF-kB p65 et phospho-IkBa). Les membranes étaient ensuite
incubées pour la nuit a 4 °C avec les anticorps primaires anti-lapin. Les anticorps
anti-lapin phospho-NF-kB p65 (dilution 1:1000), anti-lapin phospho-IkBa (dilution
1:1000) et anti-lapin HSC70 (dilution 1:1000) (Cell Signaling, Boston, Etats-Unis)
étaient utilisés. L’anticorps anti-lapin IgG lié a la peroxydase horse-radish (HRP)
(dilution 1:2000) était utilisé comme anticorps secondaire (Cell Signaling, Boston,
Etats-Unis). La réaction était révélée avec le substrat pour chimioluminescence
améliorée pour immunotransfert de protéines (Thermo Fisher Scientific,

Erembodegem, Belgique).

3.2.15 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Graph Pad
Prism version 6. Les résultats ont été exprimés en moyenne + erreur type (SEM). Le
test de normalité D’Agostino et Pearson était réalisé pour apprécier la distribution
normale de I"échantillon. Afin de comparer toutes les conditions entre elles, la

signification statistique était évaluée en utilisant une ANOVA. Ensuite, si celle-ci était
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significative, un post-test de comparaison multiple de Dunnett était réalisé pour
comparer les différentes conditions de I'expérience a une condition de référence
(controle=ctrl). Pour comparer toutes les conditions entre elles, un post-test de Tukey
était réalisé. Les analyses ne présentant que des résultats avec deux conditions
expérimentales ont été comparées avec un test t de Student. Les différences étaient
considérées comme statistiquement significatives lorsque la p-valeur (p) était

inférieure a 0,05.
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3.3 Résultats

3.3.1 Etude comparative des effets des actifs nutritionnels sur
le métabolisme des chondrocytes bovins

3.3.1.1 Les parametres inflammatoires

3.3.1.1.1 Production de nitrite

En I'absence d’IL-1B, la production de NO; dans le ctrl était indétectable. Par
contre, la production de NO; était augmentée et détectable en présence de I'aloe
vera a 100 pg/ml (p<0,001 pour la culture 1 et p=0,024 pour la culture 2), du
pycnogénol a 25 pg/ml, du mélange de vitamines a 184,58 ug/ml et de la GLM a
180 pug/ml (p<0,001 dans les deux cultures). Les autres actifs nutritionnels ne

modifiaient pas significativement la production de NO; (Figure 27).
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Figure 27. Production de NO: par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.

L'IL-1B stimulait la production de NO; par les chondrocytes bovins (19,11 +
6,36 nmole/ug d’ADN en présence d’IL-1B) alors que la production de NO; en
I'absence d’IL1B était sous la limite de détection du test. En présence d’IL-1B, I'extrait
de curcuminoides a 3,68 ug/ml diminuait significativement la production de NO;
(p=0,013) tandis que l'aloe vera a 100 pg/ml (p=0,042), le DHA a 3,28 pg/ml
(p<0,001), 'EPA a 3,02 pg/ml (p=0,024), le collagéne hydrolysé a 33 pug/ml (p=0,005),
I'extrait d’ortie a 10 pg/ml (p=0,02) et le mélange de vitamines a 184,58 ug/ml
(p=0,025) augmentaient significativement le taux de NO>, lorsque les actifs étaient

co-incubés avec I'lL-1B (Figure 28).
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Figure 28. Production de NO: par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient mis en
présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile de
poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

Une pré-incubation de 48 h avec GLM a 180 pug/ml diminuait significativement
I'effet stimulant de I'IL-1B sur la production de NO; (p=0,001). Le pycnogénol a
25 pg/ml, le mélange de vitamines a 184,58 ug/ml, I'extrait de curcuminoides a
3,68 pg/ml, I'extrait de thé vert a 49,29 pg/ml, le resvératrol a 2,28 pg/ml, I’huile de
poisson a 77,5 ug/ml, I'extrait d’ortie a 10 ug/ml et le DHA a 3,28 pug/ml n’avaient pas
d’effet significatif alors que les ASU a 10 pg/ml (p=0,047), I'EPA a 3,02 pg/ml
(p=0,012), le collagéne hydrolysé a 33 pg/ml (p=0,018) et I'aloe vera a 100 pg/ml

(p=0,047) augmentaient significativement la production de NO> (Figure 29).
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Figure 29. Production de NO: par les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, pré-incubés pendant 48
h avec I'aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile de
poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

3.3.1.1.2 Production de prostaglandine E;

En lI'absence d’IL-1B, la production de PGE; par les chondrocytes était
extrémement faible. A I'exception de I'aloe vera a 100 pg/ml (p=0,009), de I'EPA
3,02 pg/ml (p=0,004) et du mélange de vitamines a 184,58 pg/ml (p=0,002) qui
augmentaient la production de PGE;, les autres actifs nutritionnels ne modifiaient pas

significativement la production de PGE; (Figure 30).
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Figure 30. Production de PGE: par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.

LIL-1B stimulait la production de PGE; par les chondrocytes (27138,2 +
14134,7 pg/ug d’ADN en présence d’IL-1B versus 51,2 + 8,1 pg/ug d’ADN en I'absence
d’IL1B, p=0,013). En présence d’IL-1B, le pycnogénol a 25 pg/ml (p=0,027), le DHA a
3,28 ug/ml (p=0,032) et I'extrait de thé vert a 49,29 pg/ml (p=0,039) diminuaient

significativement la production de PGE; (Figure 31).
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Figure 31. Production de PGE: par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile
de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

Une pré-incubation de 48 h avec le mélange de vitamines a 184,58 ug/ml
(p=0,031) ou la GLM a 180 pg/ml (p=0,004) accentuait significativement I'effet
stimulant de I'IL-1B sur la production de PGE; (Figure 32). Les autres actifs

nutritionnels n’avaient pas d’effet significatif.
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Figure 32. Production de PGE: par les chondrocytes bovins stimulés a I'lIL-1B, pré-incubés pendant
48 h avec I'aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile de
poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.
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3.3.1.1.3 Expression du géne codant pour l'interleukine-6
En [l'absence d’IL-1B, les actifs nutritionnels ne modifiaient pas
significativement I'expression d’IL-6, a I'exception de la GLM a 180 pg/ml qui

augmentait son expression (p=0,006) (Figure 33).
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Figure 33. Expression d’IL-6 par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’aloe vera, ASU, collagene hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile
de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

LIL-1B tendait a stimuler I'expression d’IL-6 par les chondrocytes (12,6 +
8,2 copies/HPRT en présence d’IL-1B versus 1,2 + 0,3 copies/HPRT en absence d’IL1B,
p=0,16). L’extrait de curcuminoides a 3,68 pg/ml (p=0,002) et le pycnogénol a
25 pg/ml (p=0,017) diminuaient significativement I'expression d’IL-6 stimulée par

I'IL-1B (Figure 34).
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Figure 34. Expression d’IL-6 par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient mis en
présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile de
poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

3.3.1.1.4 Expression du géne codant pour la cyclooxygénase 2

En I'absence d’IL-1B, le collagéne hydrolysé a 33 pug/ml (p=0,015) et I'extrait
d’ortie a 10 pg/ml (p=0,002) diminuaient significativement I’expression de COX2. Au
contraire, la GLM augmentait significativement I'expression de COX2 (p<0,001)

(Figure 35).
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Figure 35. Expression de COX2 par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.
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L’IL-1B tendait a stimuler I'expression de COX2 par les chondrocytes (8,8 +
3,6 copies/HPRT en présence d’IL-1 versus 4,5 + 4,2 copies/HPRT en absence d’IL1B,
p=0,531). Lors d’une stimulation a I'lL-1B, le pycnogénol a 25 pg/ml (p=0,024),
I’extrait de curcuminoides a 3,68 pg/ml (p=0,022), I’huile de poisson a 77,5 pg/ml
(p=0,024), I'aloe vera a 100 pg/ml (p=0,027) et le DHA a 3,28 pg/ml (p=0,024)

diminuaient significativement I'expression de COX2 (Figure 36).
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Figure 36. Expression de COX2 par les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile
de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

3.3.1.1.5 Expression du géne codant pour la synthase d’oxyde nitrique inductible
En I'absence d’IL-1B, I'extrait de thé vert a 49,29 pug/ml (p=0,009), I'huile de
poisson a 77,5 ug/ml (p<0,001) et la GLM a 180 pg/ml (p<0,001) augmentaient

significativement I'expression d’iNOS (Figure 37).
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Figure 37. Expression d’iNOS par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.

L’IL-1B tendait a stimuler I'expression d’iNOS par les chondrocytes (89,6 +
48,9 copies/HPRT en présence d’IL-1B versus 0,9 + 0,3 copies/HPRT en absence
d’IL1B, p=0,093). Lors d’une stimulation a I'IL-1B, le pycnogénol a 25 pg/ml

augmentait significativement I’expression d’iNOS (p=0,046) (Figure 38).
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Figure 38. Expression d’iNOS par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient mis en
présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile de
poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.
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3.3.1.2 Les parametres cataboliques

3.3.1.2.1 Expression du géne codant pour la métalloprotéase matricielle-3

En l'absence d’IL-1B, le collagéne hydrolysé a 33 pg/ml diminuait
significativement I'expression de MMP-3 (p=0,001). Par contre, la GLM a 180 pg/ml
augmentait significativement |'expression de MMP-3 (p=0,004) (Figure 39).
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Figure 39. Expression de MMP-3 par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.

L’IL-1B stimulait I'expression de MMP-3 par les chondrocytes (180,5 + 72,5
copies/HPRT en présence d’IL-1B versus 11,6 + 10,7 copies/HPRT en absence d’IL1B,
p=0,05). Lorsque les chondrocytes étaient stimulés a I'IL-1B, I’huile de poisson a

77,5 ug/ml diminuait significativement I’expression de MMP-3 (p=0,039) (Figure 40).
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Figure 40. Expression de MMP-3 par les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-18, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile
de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

3.3.1.2.2 Expression du géne codant pour I’aggrécanase 4

En I'absence d’IL-1B, aucun actif ne diminuait significativement I'expression
d’ADAMTS4. Par contre, la GLM a 180 pg/ml augmentait significativement
I’expression d’ADAMTS4 (p<0,001) (Figure 41).
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Figure 41. Expression d’ADAMTS4 par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils
étaient mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA,
GLM, huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.
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L'IL-1B stimulait de fagon significative I'expression d’ADAMTS4 par les
chondrocytes (7,7 * 0,05 copies/HPRT en présence d’IL-1B versus 0,4 +
0,06 copies/HPRT en absence d’IL1B, p<0,001). Lors d’une stimulation a I'lL-1B, les
ASU 3 10 pg/ml (p=0,011), I'aloe vera a 100 pg/ml (p=0,023) et le pycnogénol a 25
ug/ml (p<0,001) augmentaient I'expression des ADAMTS4 (Figure 42).
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Figure 42. Expression d’ADAMTS4 par les chondrocytes bovins stimulés a I'lIL-1B, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.

3.3.1.2.3 Expression du géne codant pour I’aggrécanase 5

En I'absence d’IL-1B, les actifs nutritionnels ne modifiaient pas I'expression
des ADAMTSS5, a I'exception de la GLM a 180 pg/ml qui augmentait significativement
I’expression d’ADAMTS5 (p=0,003) (Figure 43).
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Figure 43. Expression d’ADAMTS5 par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils
étaient mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA,
GLM, huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.

L'IL-1B tendait a stimuler I'expression d’ADAMTS5 par les chondrocytes (7,3
3,9 copies/HPRT en présence d’IL-1B versus 2,5 + 1 copies/HPRT en absence d’IL1B,
p=0,361). Lors d’une stimulation a I'lL-1B, I'extrait de curcuminoides a 3,68 pg/ml
(p=0,046), le DHA a 3,28 pug/ml (p=0,05), I'huile de poisson a 77,5 pug/ml (p=0,045) et
I’extrait d’ortie a 10 pg/ml (p=0,039) diminuaient significativement I’expression des
ADAMTSS. Par contre, lors d’une stimulation a I'lL-1B, le pycnogénol a 25 pg/ml

(p=0,004) augmentait significativement I'expression des ADAMTS5 (Figure 44).
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Figure 44. Expression d’ADAMTSS5 par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.

3.3.1.3 Les parametres anaboliques
3.3.1.3.1 Expression du géne codant pour I’agrécane

En I'absence d’IL-1B, I'aloe vera a 100 pg/ml (p=0,031) et la GLM a 180 pg/ml
(p=0,025) diminuaient significativement |'expression de I’AGG (p=0,031) (Figure 45).
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Figure 45. Expression d’AGG par les chondrocytes bovins en conditions basales, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM,
huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.
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L’IL-1B tendait a inhiber I'expression de I’AGG par les chondrocytes (30,5 +
9,6 copies/HPRT en présence d’IL-1B versus 160,8 + 62 copies/HPRT en absence
d’IL1B, p=0,2). Lors d’une stimulation a I'lL-1pB, le pycnogénol a 25 pug/ml (p=0,005) et
I"huile de poisson a 77,5 pg/ml (p=0,032) stimulaient significativement I’expression

de I'AGG, et donc la régénération de la matrice (Figure 46).
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Figure 46. Expression d’AGG par les chondrocytes bovins traités a I'lL-1B, lorsqu’ils étaient mis en
présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA, GLM, huile de
poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de vitamines.

3.3.1.3.2 Expression du géne codant pour le collagéne de type Il

En I'absence d’IL-1B, la GLM a 180 pg/ml (p<0,001), le mélange de vitamines
a 184,58 pyg/ml (p<0,001), le DHA (p=0,037), I'aloe vera a 100 pg/ml (p=0,02) et
I’extrait de curcuminoides a 3,68 pg/ml (p=0,009) diminuaient significativement

I’expression du collagene de type Il (Figure 47).
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Figure 47. Expression de collagéne de type Il par les chondrocytes bovins en conditions basales,
lorsqu’ils étaient mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides,
DHA, EPA, GLM, huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et
mélange de vitamines.

L'IL-1B tendait a inhiber I'expression du collagéne de type Il par les
chondrocytes (69,7 + 9,8 copies/HPRT en présence d’IL-1B versus 604 +
192,3 copies/HPRT en absence d’IL1B, p=0,121). Lors d’une stimulation a I'lL-1B, le
pycnogénol a 25 ug/ml (p=0,004) et I'huile de poisson a 77,5 pg/ml (p=0,015)

accentuaient de maniére significative I'expression du collagene de type Il (Figure 48).
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Figure 48. Expression du collagéne de type Il par les chondrocytes bovins traités a I'IL-1B, lorsqu’ils
étaient mis en présence d’aloe vera, ASU, collagéne hydrolysé, extrait de curcuminoides, DHA, EPA,
GLM, huile de poisson, extrait d’ortie, pycnogénol, resvératrol, extrait de thé vert et mélange de
vitamines.
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3.3.1.4 Résumé

Sur base de ces résultats, cing actifs ont été exclus, car ils présentaient des
effets défavorables sur le métabolisme des chondrocytes comme une augmentation
des MMP ou une diminution de la synthese des composés matriciels. Il s’agit de I'aloe

vera, des ASU, de I'EPA, de la GLM et du mélange de vitamines (Tableaux 7 et 8).

Tableau 7. Résumé des effets des actifs nutritionnels sur le métabolisme des chondrocytes bovins
en conditions basales.

Inflammation Catabolisme Anabolisme
NO2 PGE2 |IL-6 COX2 iNOS MMP-3 ADAMTS4 ADAMTS5 AGG Collagene

Aloe vera M 2 J
ASU

Collagéne

hydrolysé

Extrait de

curcuminoides

DHA

EPA ™

GLM T T T T T T T N2

Huile de T

poisson

Extrait d’ortie

Pycnogénol »

Resvératrol

Extrait de thé 1

vert

Mélange de » q»

vitamines
Les fleches orientées vers le haut représentent une augmentation significative. Les fleches
orientées vers le bas représentent une diminution significative. La couleur verte signifie que
I'effet est favorable et la couleur rouge que I'effet est défavorable. ASU=insaponifiables
d’avocat et de soja, DHA=acide docosahexaenoique, EPA=acide eicosapentaénoique,
GLM=green lipped mussel, NO,=nitrite, PGE,=prostaglandine E,, IL-6=interleukine-6,
COX2=cyclooxygénase 2, iNOS=synthase d’oxyde nitrique inductible,
MMP-3=métalloprotéase matricielle-3, ADAMTS4=a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin type | motifs 4, ADAMTS5=a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin type | motifs 5, AGG=agrécane.

de type ll
¥
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Tableau 8. Résumé des effets des actifs nutritionnels sur le métabolisme des chondrocytes bovins
en présence d’IL-18.

Inflammation Catabolisme Anabolisme
NO, PGE: IL-6 COX2 iNOS MMP-3 ADAMTS4 ADAMTS5 AGG @ Collagéne
de type ll
Aloe vera P T
ASU ™* T
Collagéne q»
hydrolysé
Extrait de
curcuminoides
DHA T
EPA ™
GLM o 4P
Huile de
poisson
Extrait d’ortie 9P
Pycnogénol 0 T T
Resvératrol
Extrait de thé
vert
Mélange de q» P N2
vitamines

Les fleches orientées vers le haut représentent une augmentation significative. Les fleches
orientées vers le bas représentent une diminution significative. La couleur verte signifie que
I'effet est favorable et la couleur rouge que I'effet est défavorable. Les astérisques indiquent
un effet observé lorsque les actifs nutritionnels étaient ajoutés en pré-incubation 48 h avant
la stimulation par [I'IL-1B. ASU=insaponifiables d’avocat et de soja, DHA=acide
docosahexaénoique, EPA=acide eicosapentaenoique, GLM=green lipped mussel, NO,=nitrite,
PGE,=prostaglandine E,, IL-6=interleukine-6, COX2=cyclooxygénase 2, iNOS=synthase
d’oxyde nitrique inductible, MMP-3=métalloprotéase matricielle-3, ADAMTS4=q disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 4, ADAMTS5=a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 5, AGG=agrécane.

Malgré leurs effets bénéfiques, I'huile de poisson, le DHA et le pycnogénol ont
été évincés, car leur utilisation comme complément alimentaire n’était pas libre
d’exploitation. Par ailleurs, le DHA et le pycnogénol montraient des effets variables.
Le resvératrol est principalement trouvé dans les raisins. Or, les raisins sont toxiques
pour les chiens et par conséquent la présence de resvératrol dans les aliments canins
n‘est pas autorisée par le Registre Communautaire des Additifs Alimentaires
conformément au Réglement (CE) numéro 1831/2003 [261]. Les effets de I'extrait
d’ortie sont méconnus. De plus, cet actif n’a jamais été administré a des chiens. Sa
sreté n’a donc jamais été démontrée. Par conséquent, |’extrait d’ortie a été éliminé
de la suite de notre étude. Les trois actifs sélectionnés étaient I'extrait de

curcuminoides (C), le collagéne hydrolysé (O) et I'extrait de thé vert (T) (Figure 49).
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Aloe vera
ASU
EPA
GLM
Meélange de vitamines

Effets défavorables sur le métabolisme des chondrocvtes

Huile de poisson

DHA MNon libres d'exploitation

Pvcnogénol

Resvératrol Non autorisé par le Registre Communautaire des Additifs Alimentaires
Ortie Peu étudiée, tolérance jamais démontrée

Extrait de curcuminoides Absence de signe de toxi{:’ité
. . Effets favorables sur le métabolisme des chondrocytes
Collagene hydrolyse Apport en acides aminés par le collagéne hydrolysé
Extrait de thé vert Pas de barrigre légale ni commerciale

4 XXX X

Figure 49. Justification de la sélection des trois actifs nutritionnels.

3.3.2 Etude des effets de concentrations croissantes de I’extrait
de curcuminoides, du collagene hydrolysé et de I’extrait
de thé vert sur le métabolisme des chondrocytes bovins

C, O et T ont été testés a quatre concentrations différentes (0,5 pg/ml,
2,5 ug/ml, 12,5 ug/ml et 62,5 pg/ml), en présence d’IL-1B ou non, sur des
chondrocytes primaires bovins. L'objectif était de déterminer la concentration
optimale de ces actifs nutritionnels sur la synthese de marqueurs de I'inflammation,
du catabolisme et de I'anabolisme. Trois cultures indépendantes de chondrocytes
bovins ont été réalisées. Les résultats ont été exprimés en % par rapport au ctrl

(100 %). Les moyennes et les p-valeurs sont donc calculées sur ces %.

3.3.2.1 Les parametres inflammatoires

3.3.2.1.1 Production de nitrite
En lI'absence d’IL-1B, la production de NO; par les chondrocytes était
extrémement faible, voire indétectable. Aucun actif nutritionnel ne modifiait

significativement la production de NO..
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L'IL-18 stimulait la production de NO; par les chondrocytes (5,16 *
1,42 nmole/ug d’ADN en présence d’IL-1B), alors que la production de NO; en
I’'absence d’IL1[ était sous la limite de détection du test. C aux concentrations de 12,5
et 62,5 ug/ml inhibait completement I'effet stimulant de I'IL-1B sur la production de

NO; (p=0,01). O et T n’avaient pas d’effet sur ce parametre (Figure 50).
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Figure 50. Production de NO: par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient mis en
présence d’extrait de curcuminoides, collagene hydrolysé et extrait de thé vert, aux concentrations
de 0,5 pg/ml, 2,5 ug/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pg/mil.

3.3.2.1.2 Production de prostaglandine E;
En I'absence d’IL-1B, la production de PGE; par les chondrocytes était sous le
seuil de détection du test, avec tous les actifs nutritionnels a toutes les

concentrations.

L'IL-1B stimulait la production de PGE; par les chondrocytes (8372,95 +
5187,35 pg/ug d’ADN en présence d’IL-1p versus indétectable en absence d’IL1B). C
aux concentrations de 2,5, 12,5 et 62,5 pug/ml inhibait I'effet stimulant de I'IL-1B sur
la production de PGE; (IL-1B: 8372,95 + 5187,35 pg/ug ADN; 2,5 ug/ml: 1753,93 +
878,64 pg/ug ADN, p=0,048; 12,5 ug/ml: 9,19 + 9,19 pg/ug ADN, p=0,008 et
62,5 ug/ml: 9,31 + 9,31 pg/ug ADN, p=0,008). O et T n’avaient pas d’effet sur ce

paramétre (Figure 51).



Partie in Vitro

Production de PGE, en présence d'IL-13 *p<0,05 vs ctrl
**p<0,01 vs ctrl

160 -
140 +

120 A

100 - X 1 /.\\i extrait de curcuminoides (C)
80 - == collagéne hydrolysé (O)

extrait de thé vert (T)

%/ctrl

60
ctrl
40 -

*% ok
O T T I -1

0,5 ug/ml 2,5ug/ml 12,5 ug/ml 62,5 ug/ml

Figure 51. Production de PGE: par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, aux
concentrations de 0,5 pg/ml, 2,5 pug/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pug/ml.

3.3.2.1.3 Expression du géne codant pour lI'interleukine-6
En I'absence d’IL-1B, T a la concentration de 62,5 pg/ml induisait I’expression
d’IL-6 (p=0,034). C et O n’avaient pas d’effet sur I'expression d’IL-6 en conditions

basales.

L’IL-1B stimulait de facon significative I'expression d’IL-6 par les chondrocytes
(100,23 + 18,99 copies IL-6/HPRT en présence d’IL-1B versus 0,43 + 0,23 copies
IL-6/HPRT en absence d’IL1B, p=0,006). Lorsque les chondrocytes étaient stimulés a
I'IL-1B, C aux concentrations de 12,5 et 62,5 ug/ml diminuait significativement
I’expression d’IL-6 (IL-1B: 100,23 + 18,99 copies IL-6/HPRT; 12,5 pyg/ml: 3,67 + 2,52
copies IL-6/HPRT, p<0,001; 62,5 pug/ml: 2,37 + 1,28 copies IL-6/HPRT, p<0,001). T a la
concentration la plus élevée (62,5 pug/ml) diminuait significativement I'expression
d’IL-6 (IL-1B: 100,23 + 18,99 copies IL-6/HPRT; 62,5 pg/ml: 35,6 + 4,92 copies

IL-6/HPRT, p=0,031). Par contre, O n’avait pas d’effet sur ce parametre (Figure 52).
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Figure 52. Expression d’IL-6 par les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1pB, lorsqu’ils étaient mis en
présence d’extrait de curcuminoides, collagene hydrolysé et extrait de thé vert, aux concentrations
de 0,5 pg/ml, 2,5 ug/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pg/mil.

3.3.2.1.4 Expression du géne codant pour la cyclooxygénase 2
En lI'absence d’IL-18, T a la concentration de 62,5 pg/ml augmentait
significativement |'expression de COX2 (p=0,006). C et O n’avaient pas d’effet sur

I’expression de COX2 en conditions basales.

L'IL-1B stimulait I'expression de COX2 par les chondrocytes (13,93 +
4,52 copies COX2/HPRT en présence d’IL-1B versus 1,62 + 0,93 copies COX2/HPRT en
absence d’IL1B, p=0,05). Lorsque les chondrocytes étaient stimulés a I'IL-13, C aux
concentrations de 12,5 et 62,5 pug/ml, diminuait significativement I'expression de
COX2 (IL-1B: 13,93 * 4,52 copies COX2/HPRT; 12,5 ug/ml: 4,79 * 2,77 copies
COX2/HPRT, p<0,001; 62,5 pg/ml: 5,01 + 2,9 copies COX2/HPRT, p<0,001). T a la
concentration de 62,5 pug/ml diminuait significativement I'expression de COX2 (IL-1B:
13,93 + 4,52 copies COX2/HPRT; 62,5 pug/ml: 9 + 4,69 copies COX2/HPRT, p=0,031).

Enfin, O n’avait pas d’effet sur ce parametre (Figure 53).
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Figure 53. Expression de COX2 par les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, aux
concentrations de 0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pug/ml.

3.3.2.1.5 Expression du géne codant pour la synthase d’oxyde nitrique inductible
En I'absence d’IL-1B, T a la concentration de 62,5 pg/ml augmentait plus de
dix fois I'expression d’iNOS (p=0,001). C et O n’avaient pas d’effet sur I'expression

d’iNOS en conditions basales.

L'IL-1B8 stimulait de fagon significative I'expression d’iNOS par les
chondrocytes (99,43 + 1,59 copies iNOS/HPRT en présence d’IL-1p3 versus 7,83 *+ 2,83
copies iINOS/HPRT en absence d’IL1B, p<0,001). Lorsque les chondrocytes étaient
stimulés a I'IL-1B, C aux concentrations de 12,5 et 62,5 pg/ml diminuait
significativement I'expression d’iNOS (IL-1B: 99,43 + 1,59 copies iNOS/HPRT;
12,5 pg/ml: 5,33 + 3,26 copies iINOS/HPRT, p<0,001; 62,5 pug/ml: 5,33 + 1,41 copies
iNOS/HPRT p<0,001). O et T n’avaient pas d’effet sur ce paramétre (Figure 54).
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Figure 54. Expression d’iNOS par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-18, lorsqu’ils étaient mis en
présence d’extrait de curcuminoides, collagene hydrolysé et extrait de thé vert, aux concentrations
de 0,5 pg/ml, 2,5 pug/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pg/mil.

3.3.2.2 Les parametres cataboliques

3.3.2.2.1 Expression du géne codant pour la métalloprotéase matricielle-3
En I'absence d’IL-1B, T a la concentration de 62,5 ug/ml induisait une forte
expression de MMP-3 a la concentration de 62,5 pg/ml (p<0,001). C et O n’avaient

pas d’effet sur I'expression de MMP-3 en conditions basales.

L'IL-1B stimulait de maniere significative 'expression de MMP-3 (220,05 +
47,15 copies MMP-3/HPRT en présence d’IL-1B versus 3 = 1 copies MMP-3/HPRT en
absence d’IL1B, p=0,044). Lorsque les chondrocytes étaient stimulés a I'lL-1B, C aux
concentrations de 12,5 et 62,5 pug/ml diminuait significativement I'expression de
MMP-3 (IL-1B: 220,05 + 38,5 copies MMP-3/HPRT; 12,5 ug/ml: 18,25 + 8,86 copies
MMP-3/HPRT, p<0,001; 62,5 pg/ml: 9,1 + 2,2 copies MMP-3/HPRT, p<0,001). O a la
concentration de 12,5 pg/ml augmentait significativement I'expression de MMP-3
(IL-1B: 220,05 + 38,5 copies MMP-3/HPRT; 12,5 pg/ml: 337,35 *+ 67,81 copies
MMP-3/HPRT, p=0,006). T n’avait pas d’effet sur ce parametre (Figure 55).
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Figure 55. Expression de MMP-3 par les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-18, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, aux
concentrations de 0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pug/ml.

3.3.2.2.2 Expression du géne codant pour I'aggrécanase 4
En l'absence d’IL-1B, les actifs nutritionnels n’avaient pas d’effet sur

I’expression d’ADAMTSA.

L'IL-1B stimulait de facon significative I'expression d’ADAMTS4 par les
chondrocytes (7,53 * 2,24 copies ADAMTS4/HPRT en présence d’IL-1B versus 0,6 +
0,4 copies ADAMTS4/HPRT en absence d’IL1B, p=0,04). C aux concentrations de 12,5
et 62,5 pg/ml diminuait significativement I'expression d’ADAMTS4 (IL-1B: 7,3 +
2,24 copies ADAMTS4/HPRT; 12,5 pg/ml: 1,47 + 0,75 copies ADAMTS4/HPRT,
p<0,001; 62,5 pug/ml: 1,5 + 0,85 copies ADAMTS4/HPRT, p<0,001). O et T n’avaient

pas d’effet sur ce parametre (Figure 56).
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Figure 56. Expression d’ADAMTS4 par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, aux
concentrations de 0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pug/ml.

3.3.2.2.3 Expression du géne codant pour I'aggrécanase 5
En I'absence d’IL-1B, les actifs nutritionnels n’avaient pas d’effet sur

I’expression d’ADAMTSS.

L'IL-1B stimulait de fagon significative I'expression d’ADAMTS5 par les
chondrocytes (37,67 *+ 4,39 copies ADAMTS5/HPRT en présence d’IL-1B versus 13,13
+ 2,64 copies ADAMTS5/HPRT en absence d’IL1B, p=0,009). C aux concentrations de
12,5 et 62,5 pg/ml diminuait significativement I'expression d’ADAMTSS (IL-1B: 37,67
+ 4,39 copies ADAMTS5/HPRT; 12,5 pg/ml: 11,87 + 3,42 copies ADAMTS5/HPRT,
p=0,007; 62,5 pg/ml: 9,77 * 3,01 copies ADAMTS5/HPRT, p=0,004). O et T n’avaient

pas d’effet sur ce parametre (Figure 57).
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Figure 57. Expression d’ADAMTS5 par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, aux
concentrations de 0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 12,5 pg/ml et 62,5 pug/ml.

3.3.2.3 Les parametres anaboliques

3.3.2.3.1 Expression du géne codant pour I'agrécane
En l'absence d’IL-1B, les actifs nutritionnels n’avaient pas d’effet sur

I’expression d’AGG.

L'IL-1B avait tendance a inhiber I'expression des AGG par les chondrocytes
(22,8 £ 5,46 copies AGG/HPRT en présence d’IL-1B versus 146,9 + 82,51 copies
AGG/HPRT en absence d’IL1B, p=0,208). Les actifs nutritionnels ne permettaient pas

d’augmenter significativement I'expression des AGG.

3.3.2.3.2 Expression du géne codant pour le collagéne de type Il
En l'absence d’IL-1B, T a la concentration de 12,5 pg/ml diminuait
significativement I’expression du collagene de type Il (p=0,048). C et O n’avaient pas

d’effet sur I'expression du collagéne de type Il.

L’IL-1B inhibait I'expression du collagéne de type |l par les chondrocytes (143,7
+ 46,5 copies collagéne type II/HPRT en présence d’IL-1P versus 714,1 + 254,3 copies
collagéne type II/HPRT en absence d’IL1B, p=0,092). Les actifs nutritionnels n’avaient

pas d’effet sur I'expression du collagéne de type Il.
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3.3.2.4 Résumé

Cette étude a confirmé les effets anti-IL-1B de C sur la production des
médiateurs de I'inflammation et du catabolisme. Les effets étaient statistiquement
significatifs aux concentrations de 12,5 et 62,5 mg/ml (Tableau 9). La concentration
de 12,5 pg/ml était la concentration optimale, car elle induisait un effet maximal sur
ces parameétres sans induire de toxicité. Par ailleurs, T a la concentration de
62,5 ug/mlinhibait I'expression d’IL-6 et COX2 par les chondrocytes stimulés a I'lL-1
(Tableau 9). Cependant, T a la concentration de 62,5 pg/ml montrait des effets
défavorables sur I'expression d’IL-6, COX2, MMP-3 et ADAMTS4 en conditions

basales.

Tableau 9. Résumé des effets de concentrations croissantes de I’extrait de curcuminoides, du
collagéne hydrolysé et de I'extrait de thé vert sur le métabolisme des chondrocytes bovins en
présence d’IL-1p.

Inflammation Catabolisme Anabolisme
NO2 PGE: IL-6 COX2 iNOS MMP- ADAMTS4 ADAMTS5 AGG Collagene
3 de type ll

0,5 ug/ml

2,5 pg/ml

12,5 pg/ml

62,5 ug/mi

0,5 ug/ml

2,5 pg/ml

12,5 pg/ml P

62,5 ug/mi

0,5 ug/ml

2,5 pg/ml

12,5 pg/ml

62,5 pug/mi
La fleche orientée vers le haut représente une augmentation significative. Les fleches
orientées vers le bas représentent une diminution significative. La couleur verte signifie que
I'effet est favorable et la couleur rouge que l'effet est défavorable. C=extrait de
curcuminoides, O=collagéne hydrolysé, T=extrait de thé wvert, NO=nitrite,
PGE,=prostaglandine E,, IL-6=interleukine-6, COX2=cyclooxygénase 2, iNOS=synthase
d’oxyde nitrique inductible, MMP-3=metalloprotéase matricielle-3, ADAMTS4=q disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 4, ADAMTS5=a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 5, AGG=agrécane.
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3.3.3 Etude de mélanges sur le métabolisme des chondrocytes
bovins

Dans cette partie de notre travail, C, O et T ont été mélangés et ensuite testés
sur des chondrocytes bovins en monocouche, en présence d’IL-1B ou non. L'objectif
de ces expérimentations était de rechercher les effets additifs et/ou synergiques des
trois actifs nutritionnels sur des chondrocytes primaires bovins, lorsqu’ils étaient
ajoutés en combinaison. Trois cultures indépendantes de chondrocytes bovins ont
été réalisées. Les résultats sont exprimés en % par rapport au ctrl (100 %). Les

moyennes et les p-valeurs sont donc calculées sur ces %.

Nous avons observé que les effets bénéfiques des trois actifs existaient
principalement en présence d’IL-1B. Pour cette raison, nous ne présentons dans cette

partie que les effets des actifs sur les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1pB.

3.3.3.1 Les parametres inflammatoires

Les combinaisons CO et CT tendaient a étre plus efficaces que C seul, sur tous
les parametres de I'inflammation. Cependant, les différences entre les groupes C, CO

et CT n’étaient pas statistiquement significatives (Tableau 10).
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Tableau 10. Effets des actifs nutritionnels, combinés par deux, sur la production et I'expression de
médiateurs inflammatoires par des chondrocytes bovins cultivés en monocouche stimulés a I'IL-1pB.

Les résultats sont exprimés en % du ctrl + SEM.

C co cT
3,84 13,84 0,0001 +0,0001 0,0001 + 0,0001
NO, p-valeur vs ctrl <0,0001 <0,0001 <0,0001
.§ p-valeur vs C 0,9996 0,9996
';g) 0,93 £0,65 0,5+0,42 0,0001 +0,0001
« PGE; p-valeur vs ctrl 0,9925 0,9924 0,9922
p-valeur vs C >0,9999 >0,9999
16,37 +6,39 10,93 +9,43 0,47 +0,16
IL-6 p-valeur vs ctrl <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valeur vs C 0,9988 0,7944
c 48,72 £16,15 42,36 £ 25,5 13,28+7,83
% COX2 p-valeur vs ctrl 0,0719 0,0385 0,0021
,_% p-valeur vs C 0,9998 0,524
14,18 +3,27 8,67 16,16 3,76 £0,96
iNOS p-valeur vs ctrl <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valeur vs C 0,9879 0,8005

Ctrl=chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, C=extrait de curcuminoides, CO=extrait de
curcuminoides + collagene hydrolysé, CT=extrait de curcuminoides + extrait de thé vert,
NO,=nitrite, COX2=cyclooxygénase 2,
iNOS=synthase d’oxyde nitrique inductible

PGE,=prostaglandine E,, IL-6=interleukine-6,

Le mélange COT inhibait significativement les productions de NO; et de PGE;
par les chondrocytes bovins cultivés en monocouche stimulés a I'lL-1B (p<0,001).
Cependant, I'effet inhibiteur du mélange COT n’était pas plus important que celui de

C seul (Figure 58).

- 106 -




Pavtle n Vitro

***p<0,001 vs ctrl
#i#t#p<0,001 vs COT

1200 collagéne hydrolysé (O)

800
400 L

extrait de thé vert (T)
CcoT

=
(%2
o
|
1

:

production (%/ctrl)

wl
o
1

Kk kkk

o
|

PGE,

Figure 58. Production de NO: et de PGE: par les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, lorsqu’ils
étaient mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, seuls
ou en combinaison, a la concentration de 12,5 pg/ml.

Le mélange COT inhibait significativement, et avec une plus grande amplitude
que C seul, I'expression des génes IL-6 (C : 52,73 + 15,64 copies IL-6/HPRT, p<0,001 ;
COT: 5,07 + 4,32 copies IL-6/HPRT, p<0,001) et iNOS (C: 11,27 + 5,04 copies
iNOS/HPRT, p<0,001; COT: 3,5 + 2,41 copies iINOS/HPRT, p<0,001) par les
chondrocytes bovins cultivés en monocouche stimulés a I'lL-1B. Par ailleurs, le
mélange COT inhibait significativement I'expression de COX2 (1,07 + 0,38 copies
COX2/HPRT, p=0,003) et cet effet était significativement supérieur (p=0,037) a celui
de C (6,2 + 2,04 copies COX2/HPRT, p=0,042) (Figure 59).
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Figure 59. Expression d’IL-6, COX2 et iNOS par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils
étaient mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, seuls
ou en combinaison, a la concentration de 12,5 pg/ml.

3.3.3.2 Les parametres cataboliques

Les combinaisons CO et CT tendaient a étre plus efficaces que C seul, sur tous
les parametres du catabolisme, lorsque les chondrocytes étaient stimulés a I'lL-1pB.
Les différences entre les groupes C et CO n’étaient pas statistiquement significatives.
Cependant, CT réduisait I'expression d'MMP-3 stimulée par I'lL-1B avec une plus

grande amplitude que C seul (p=0,039) (Tableau 11).
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Tableau 11. Effets des actifs nutritionnels, combinés par deux, sur I'expression de médiateurs
cataboliques par des chondrocytes bovins cultivés en monocouche stimulés a I'IL-1B. Les résultats

sont exprimés en % du ctrl + SEM.

c co cT
42,5 + 3,07 15,41 + 8,62 1,21+0,24
MMP-3 p-valeur vs ctrl 0,0011 <0,0001 <0,0001
p-valeur vs C 0,2934 0,0386
c 45,28 +7,31 31,81+19,92 17,16 £ 11,1
% ADAMTS4 p-valeur vs ctrl 0,0279 0,0061 0,0012
u% p-valeur vs C 0,9818 0,6516
53,33 +18,18 48,02 £ 21,45 24,32 +6
ADAMTS5 p-valeur vs ctrl 0,1905 0,1261 0,0168
p-valeur vs C >0,9999 0,8233

Ctrl=chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, C=extrait de curcuminoides, CO=extrait de
curcuminoides + collagene hydrolysé, CT=extrait de curcuminoides + extrait de thé vert,
MMP-3=metalloprotéase matricielle-3, ADAMTS4=a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin type | motifs 4, ADAMTS5=a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin type | motifs 5.

Le mélange COT et C seul inhibaient significativement I'expression du gene
MMP-3 (C: 85,8 + 44.88 copies MMP-3/HPRT, p=0,003; COT: 1,87 + 0,93 copies
MMP-3/HPRT, p<0,001). De plus, COT réduisait significativement I’expression
d’'MMP-3 stimulée par I'lL-1B avec une plus grande amplitude que C seul (p=0,038).
Le mélange COT et C seul inhibaient significativement I’expression du gene ADAMTS4
(C: 4,47 + 2,09 copies ADAMTS4/HPRT, p=0,028; COT: 1,23 + 0,48 copies
ADAMTS4/HPRT, p=0,001). Par ailleurs, le mélange COT inhibait significativement
I’expression d’ADAMTSS (29,67 *+ 4,68 copies ADAMTS5/HPRT, p=0,025) par les
chondrocytes bovins cultivés en monocouche stimulés a I'lL-1B alors que les actifs

nutritionnels seuls n’avaient pas d’effet sur ce parametre (Figure 60).
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Figure 60. Expression de MMP-3, ADAMTS4 et ADAMTSS par les chondrocytes bovins stimulés a I'IL-
1B, lorsqu’ils étaient mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de
thé vert, seuls ou en combinaison, a la concentration de 12,5 pg/ml.

3.3.3.3 Les parametres anaboliques

La combinaison CT tendait a étre plus efficace que C seul, sur les deux
parameétres de I'anabolisme mesurés, lorsque les chondrocytes étaient stimulés a
I'lL-1B. C seul et la combinaison CO n’avaient pas d’effet bénéfique sur ces deux
médiateurs de I'anabolisme. Les différences entre les groupes C, CO et CT n’étaient

pas statistiquement significatives (Tableau 12).
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Tableau 12. Effets des actifs nutritionnels, combinés par deux, sur I'expression de médiateurs
anaboliques par des chondrocytes bovins cultivés en monocouche traités a I'IL-1p. Les résultats sont
exprimés en % du ctrl + SEM.

C co CcT
23,39+4,33 17,78+0,4 285,81 + 196,81
AGG p-valeur vs ctrl 0,9944 0,9923 0,7711
5 p-valeur vs C >0,9999 0,729
(%)
[%)
4 42,85+ 18,3 32,74+ 14,8 129,34 £ 85,2
& Collagene
p-valeur vs ctrl 0,9156 0,8482 0,9957
de type Il
p-valeur vs C >0,9999 0,8769

Ctrl=chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, C=extrait de curcuminoides, CO=extrait de
curcuminoides + collagéne hydrolysé, CT=extrait de curcuminoides + extrait de thé vert,
AGG=agrécane.

Le mélange COT tendait a réduire |'effet inhibiteur de I'lL-1B sur I'expression
d’AGG (p=0,261). De plus, le mélange COT avait un effet significativement supérieur
a celui de C (p=0,027). Le mélange COT n’avait pas d’effet significatif sur I'expression
du collagene de type Il (p=0,854) par les chondrocytes bovins cultivés en monocouche

stimulés a I'lL-1pB (Figure 61).
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Figure 61. Expression d’AGG et du collagene de type Il par les chondrocytes bovins traités a I'lL-1,
lorsqu’ils étaient mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé
vert, seuls ou en combinaison, a la concentration de 12,5 pug/ml.
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3.3.3.4 Résumeé

C seul inhibait la synthése de NO,, PGE;, IL-6, COX2, iNOS, MMP-3 et
ADAMTSA4. Le mélange COT, quant a lui, diminuait la synthése de NO2, PGE;, IL-6,
COX2, iNOS, MMP-3, ADAMTS4 et ADAMTSS (Tableau 13). Le mélange était plus actif
sur I'expression des génes codant pour COX-2, MMP-3 et ADAMTS5 que les actifs

seuls.

Tableau 13. Résumé des effets du mélange de I'extrait de curcuminoides, du collagéne hydrolysé et
de I’extrait de thé vert sur le métabolisme des chondrocytes bovins en présence d’IL-1.

Production Expression

Inflammation Catabolisme Anabolisme
NO2 PGE> IL-6 COX2 iNOS MMP-3 ADAMTS4 ADAMTS5 AGG Collagene
de type ll
c %%k % 3k %k k * %k % * % %k %k * %k *
(o]
T

Les étoiles vertes représentent un effet favorable significatif. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
C=extrait de curcuminoides, O=collagéne hydrolysé, T=extrait de thé vert, NO,=nitrite,
PGE,=prostaglandine E,, IL-6=interleukine-6, COX2=cyclooxygénase 2, iNOS=synthase
d’oxyde nitrique inductible, MMP-3=metalloprotéase matricielle-3, ADAMTS4=a disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 4, ADAMTS5=a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin type | motifs 5, AGG=agrécane.

Lors de nos différentes expérimentations sur des chondrocytes bovins cultivés
en monocouche, nous avons observé les cellules au microscope. Les différents actifs
nutritionnels, de méme que la présence d’IL-1B ou non, ne modifiaient pas la

morphologie des chondrocytes (Figure 62).

Figure 62. Photographie de chondrocytes bovins primaires cultivés en monocouche.
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3.3.4 Etude des effets de concentrations croissantes de I'extrait
de curcuminoides, du collagéne hydrolysé et de I'extrait
de thé vert, seuls ou en mélange, sur le métabolisme des
chondrocytes humains

Apres avoir investigué les effets des actifs nutritionnels sur des chondrocytes
primaires bovins cultivés en monocouche, en présence d’IL-1 ou non, nous avons
étudié les effets des actifs sur le métabolisme des chondrocytes primaires humains
cultivés en monocouche, en présence d’IL-18 ou non. Les trois mémes actifs
nutritionnels C, O et T ont été testés a différentes concentrations et en combinaison,
en présence d’IL-1B ou non. Les mémes gammes de concentrations que pour les
chondrocytes bovins ont d’abord été appliquées sur les chondrocytes humains.
Rapidement, nous nous sommes apergus que ces concentrations étaient trop élevées
pour les chondrocytes humains et induisaient une mortalité cellulaire importante.
Pour cette raison, nous avons réalisé quelques mises au point supplémentaires et
avons déterminé pour les chondrocytes humains une gamme de concentrations des
actifs variant de 1 a 4 pg/ml. Par ailleurs, les effets des actifs nutritionnels (C et COT)

sur la voie de signalisation NF-kB induite par I'lL-1p ont été recherchés.

3.3.4.1 Les parametres inflammatoires

3.3.4.1.1 Production de nitrite
En I"absence d’IL-1B, la production de NO; avec tous les actifs nutritionnels,

seuls ou en combinaison, a toutes les concentrations, était indétectable.

L’IL-1B stimulait la production de NO; (37,92 + 6,04 nmole/ug d’ADN,
p=0,003). Lorsque les chondrocytes étaient stimulés a I'lL-1§3, C a la concentration de
4 pg/ml (2,75 + 2,75 nmole/ug d’ADN, p<0,001) et O a la concentration de 2 pg/ml
(24,87 + 2,96 nmole/ug d’ADN, p=0,039) inhibaient significativement la production
de NO,. T n’avait pas d’effet sur ce parametre. Le mélange COT diminuait
significativement la production de NO; aux concentrations de 2:2:2 (17,74 + 4,72
nmole/pug d’ADN, p<0,001) et 4:4:4 ug/ml (1,65 + 1,15 nmole/pg d’ADN, p<0,001). A
la concentration de 4:4:4 pg/ml, les effets de C et de COT étaient semblables.
Cependant, a la concentration de 2:2:2 pug/ml, COT avait un effet inhibiteur plus
important que O (Figure 63).
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Figure 63. Production de NO: par les chondrocytes humains stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, seuls ou en
combinaison, a la concentration de 1, 2 ou 4 pg/ml.

3.3.4.1.2 Production d’interleukine-6

En I'absence d’IL-1B, la production d’IL-6 était de 232,32 + 85,3 pg/ug d’ADN.
Les trois actifs, seuls, n’avaient pas d’effet sur la production basale d’IL-6. A la
concentration de 1:1:1 ug/ml, le mélange COT inhibait la production basale d’IL-6
(108,09 + 43,17 pg/ug d’ADN, p=0,038) (Figure 64).
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Figure 64. Production d’IL-6 par les chondrocytes humains en conditions basales, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, seuls ou en
combinaison, a la concentration de 1, 2 ou 4 pg/ml.

L'IL-1B stimulait significativement la production d’IL-6 (374153,98 +
55870,58 pg/ug d’ADN, p=0,003). Lorsque les chondrocytes étaient stimulés a I'lL-1B,
C aux concentrations de 2 et 4 ug/ml inhibait significativement la production d’IL-6
(2 pg/ml: 198865,78 + 51036,33 pg/pg d’ADN, p=0,003; 4 pg/ml: 26185,84 +
9712,2 pg/ug d’ADN, p<0,001). O et T n’avaient pas d’effet sur ce parametre. Le
mélange COT diminuait significativement la production d’IL-6 aux concentrations de
1:1:1 (238658,42 + 61332,79 pg/ug d’ADN, p=0,026), 2:2:2 (165110,45 =
22791,39 pg/ug d’ADN, p<0,001) et 4:4:4 ug/ml (28127,75 + 6569,56 pg/ug d’ADN,
p<0,001). Les trois actifs ajoutés individuellement a la concentration de 1 pg/ml
n’avaient pas d’effet sur la production d’IL-6 alors que le mélange COT réduisait
significativement la production d’IL-6 a cette concentration. Cependant, aux
concentrations de 2:2:2 et de 4:4:4 ug/ml, il n’y avait pas d’effet additif de COT par
rapport a I'effet de C seul (Figure 65).
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Figure 65. Production d’IL-6 par les chondrocytes humains stimulés a I'lL-1B, lorsqu’ils étaient mis
en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, seuls ou en
combinaison, a la concentration de 1, 2 ou 4 pug/ml.

3.3.4.2 Les parametres cataboliques

3.3.4.2.1 Production de métalloprotéase matricielle-3

En I'absence d’IL-1B, la production de MMP-3 était de 207,34 + 15,83 ng/ug
d’ADN. C aux concentrations de 2 et 4 pg/ml diminuait significativement la
production de MMP-3 (2 ug/ml : 151,86 + 19,03 ng/ug d’ADN, p=0,017 ; 4 pug/ml :
92,84 + 19,49 ng/ug d’ADN, p<0,001). O et T n"avaient pas d’effet sur la production
basale de MMP-3. Le mélange COT inhibait significativement la production basale de
MMP-3 aux concentrations de 1:1:1 (139,1 * 30,13 ng/ug d’ADN, p=0,011), 2:2:2
(110,95 + 20,97 ng/ug d’ADN, p<0,001) et 4:4:4 ug/ml (78,03 + 14,85 ng/ug d’ADN,
p<0,001). A la concentration de 1:1:1 pg/ml, le mélange COT inhibait la production
basale de MMP-3 alors que les actifs pris individuellement n’avaient pas d’effet

significatif (Figure 66).
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Figure 66. Production de MMP-3 par les chondrocytes humains en conditions basales, lorsqu’ils
étaient mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, seuls
ou en combinaison, a la concentration de 1, 2 ou 4 pg/ml.

L'IL-1B stimulait significativement la production de MMP-3 (2839,88 +
661,96 ng/ug d’ADN, p=0,016). Lorsque les chondrocytes étaient stimulés a I'lL-1B, C
a la concentration de 4 pug/ml inhibait significativement la production de MMP-3
(946,97 *+ 254,48 ng/ug d’ADN, p=0,024). O et T n’avaient pas d’effet sur ce
paramétre. Le mélange COT a la concentration de 4:4:4 pg/ml diminuait
significativement la production de MMP-3 (863,56 + 181,07 ng/ug d’ADN, p=0,012),

mais cet effet n’était pas supérieur a celui de C seul (Figure 67).
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Figure 67. Production de MMP-3 par les chondrocytes humains stimulés a I'IL-1B, lorsqu’ils étaient
mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et extrait de thé vert, seuls ou en
combinaison, a la concentration de 1, 2 ou 4 pg/ml.

3.3.4.3 Les parametres anaboliques

3.3.4.3.1 Production d’agrécane

En I'absence d’IL-1B, le contenu en AGG dans les surnageants de culture était
de 538 + 86,48 ng/ug d’ADN. Le contenu en AGG dans les extraits cellulaires était de
28,92 + 4,61 ng/ug d’ADN, soit 18,6 fois inférieur au contenu en AGG des surnageants
de culture. C a la concentration de 4 pug/ml diminuait significativement le contenu en
AGG dans les surnageants de culture (214,87 + 41,34 ng/ug d’ADN, p=0,023), mais
n’avait pas d’effet sur le contenu en AGG dans les extraits cellulaires. O et T n’avaient
pas d’effet sur le contenu basal en AGG. Le mélange COT a la concentration de 4:4:4
ug/ml diminuait significativement le contenu en AGG dans les surnageants de culture
(192,91 + 45,98 ng/ug d’ADN, p=0,013) et n‘avait pas d’effet significatif sur le
contenu en AGG des extraits cellulaires. C et COT avaient un effet similaire sur le

contenu en AGG dans les surnageants de culture (Figure 68).
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Figure 68. Contenu en AGG dans les surnageants de culture de chondrocytes humains en conditions
basales, lorsque ceux-ci étaient mis en présence d’extrait de curcuminoides, collagéne hydrolysé et
extrait de thé vert, seuls ou en combinaison, a la concentration de 1, 2 ou 4 pg/ml.

L’IL-1B diminuait le contenu en AGG dans les surnageants de culture (139,29
+ 34,27 ng/ug d’ADN, p=0,013). L'IL-1B ne modifiait pas significativement le contenu
en AGG dans les extraits cellulaires (28,92 + 4,61 ng/ug d’ADN en absence d’IL-1PB vs
26,47 + 10,62 ng/ug d’ADN en présence d’IL-1B, p=0,842). Les actifs, seuls ou en

combinaison, n’avaient pas d’effet sur ces parametres.

3.3.4.4 Résumé

La concentration optimale des actifs nutritionnels agissant sur la synthése des
marqueurs de I'inflammation, du catabolisme et de I'anabolisme était de 4 pg/ml
(Tableaux 14 et 15). En effet, C et le mélange COT a la concentration de 4 pg/ml
diminuaient la production basale de MMP-3 (Tableau 14). De plus, C et le mélange
COT a la concentration de 4 pg/ml inhibaient la production de NO, IL-6, MMP-3 par
les chondrocytes stimulés a I'IL-1B. Le contenu en AGG dans les surnageants était
également diminué par C et le mélange COT a la concentration de 4 pg/ml

(Tableau 15).
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Tableau 14. Résumé des effets de concentrations croissantes de I'extrait de curcuminoides, du
collagéne hydrolysé et de I'extrait de thé vert, seuls ou en mélange, sur le métabolisme des
chondrocytes humains en conditions basales.

Inflammation Catabolisme
NO2 IL-6 MMP-3 AGG (surnageants)
C 1 pg/ml
2 pg/ml
4 pg/ml
0 1 pg/ml
2 pg/ml
4 pg/ml
T 1 pg/ml
2 pg/ml
4 pg/ml
cot 1:1:1 pg/ml
2:2:2 pg/ml
4:4:4 pg/ml *
Les étoiles vertes représentent un effet favorable significatif. Les étoiles noires représentent
un effet significatif discuté. *p<0,05 ***p<0,001. C=extrait de curcuminoides, O=collagene
hydrolysé, T=extrait de thé vert, NO,=nitrite, IL-6=interleukine-6, MMP-3=metalloprotéase
matricielle-3, AGG=agrécane.

Tableau 15. Résumé des effets de concentrations croissantes de I'extrait de curcuminoides, du
collagéne hydrolysé et de I'extrait de thé vert, seuls ou en mélange, sur le métabolisme des
chondrocytes humains en présence d’IL-18.

Inflammation Catabolisme
NO2 IL-6 MMP-3 AGG (surnageants)
1 pg/ml
C 2 ug/ml
4 ug/ml
1 pg/ml
0 2 ug/ml
4 ug/ml
1 pg/ml
T 2 ug/ml
4 ug/ml
1:1:1 pg/ml
COT  2:2:2 pug/ml
4:4:4 pg/ml
Les étoiles vertes représentent un effet favorable significatif. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
C=extrait de curcuminoides, O=collagene hydrolysé, T=extrait de thé vert, NO,=nitrite, IL-
6=interleukine-6, MMP-3=metalloprotéase matricielle-3, AGG=agrécane.

Les chondrocytes humains cultivés en monocouche ont été observés au
microscope. Les différents actifs nutritionnels, de méme que la présence d’IL-13 ou

non, n’influengaient pas la morphologie des chondrocytes (Figure 69).
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Figure 69. Photographie de chondrocytes humains primaires cultivés en monocouche.
3.3.4.5 Voie de signalisation NF-kB

Nous avons ensuite étudié les effets de C et de COT sur 'activation de la voie
de signalisation NF-kB, induite par I'lL-1f sur les chondrocytes arthrosiques humains.
Les chondrocytes étaient prétraités pendant 24 h avec C ou COT et ensuite co-traités
ou non avec I'lL-1B (101 M) pendant 5 ou 15 min. La phosphorylation de la sous-unité
NF-kB p65 (p-NF-kB p65) était inhibée par C et COT. Pour examiner si I'inhibition de
la voie de signalisation NF-kB induite par I'lL-18 était due a linhibition de la
dégradation d’lkBa, la production de la sous-unité IkBa phosphorylée (p-IkBa) a
également été observée. L'IL-1f induisait la dégradation et la phosphorylation d’IkBa
des 5 min de traitement. Cependant, le prétraitement avec C ou COT empéchait la
dégradation de la sous-unité IkBa et donc I'activation de la voie de signalisation NF-kB

(Figure 70).

C24h COT 24h C24h  COT 24h
CTRL C COT ILIBS5" ILIBS" ILIBS5” ILIB 15" ILIB 15" ILIB 15°
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Figure 70. Analyse par immunotransfert de protéines des effets des actifs nutritionnels C et COT sur
les phosphorylations des sous-unités NF-kB p65 et IkBa, induites par I'IL-1p.
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Nous avons choisi de continuer notre étude avec le mélange COT, car :

- il montrait des effets additifs sur la synthese de NO;, IL-6, iNOS et
ADAMTSS ;

- il induisait des effets synergiques bénéfiques sur la synthése de COX2,
MMP-3, ADAMTSS et AGG ;

- il avait des effets significativement supérieurs a ceux de C seul sur

I’expression de COX2, MMP-3 et AGG.

3.3.5 Analyse génétique sur biopuces a ADN

Sur les chondrocytes humains, la concentration du mélange COT active sur le
plus grand nombre de parameétres était de 4:4:4 pug/ml. Ce cocktail était ajouté aux
chondrocytes primaires humains en présence d’IL-1B ou non. L’objectif de I'analyse
sur biopuces a ADN était d’identifier des genes différemment exprimés en présence
ou en absence du mélange d’actifs, et en présence d’IL-1B ou non, et par conséquent

de nouvelles cibles.

Parmi les 34602 sondes d’ADN présentes sur la puce lllumina, 4168 étaient
filtrées selon les conditions décrites dans le matériel et méthodes. L'analyse
différentielle au niveau de signification statistique sélectionné dans le menu t-test du
logiciel BRB ArrayTools (p<0,001) mettait en évidence 2549 genes différemment
exprimés entre les conditions ctrl et IL-13, 2280 génes différemment exprimés entre
les conditions IL-1B et COT IL-1B, et 1907 genes différemment exprimés entre les
conditions ctrl et COT. Nous considérions un géne comme différemment exprimé si
sa variation d’expression entre deux conditions était comprise entre 0,5 et 2
(IL-1B/ctrl, COT IL-1B/IL-1B et COT/ctrl). Dans un souci de clarté, nous avons choisi
d’écrire, pour les genes sous-exprimés, les résultats avec l'inverse du ratio 0,5, soit
-2. Ces valeurs correspondent au « fold change » d’expression. Le test de
comparaison de classes entre les conditions ctrl et IL-1B distinguait 552 génes
surexprimés et 297 génes sous-exprimés. Le test de comparaison de classes entre les
conditions IL-1B et COT IL-1B révélait 424 genes surexprimés et 577 génes
sous-exprimés. Enfin, le test de comparaison de classes entre les conditions ctrl et

COT décrivait 323 génes surexprimés et 259 genes sous-exprimés (Figure 71).
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Figure 71. Tests de comparaison de classes entre les quatre conditions de I'analyse des biopuces a
ADN (ctrl, IL-1B, COT et COT IL-1B).

3.3.5.1 Genes et protéines d’intérét

La pertinence biologique des genes différemment exprimés entre les
conditions ctrl et IL-1B; IL-1B et COT IL-1B ; ctrl et COT était déterminée grace au
logiciel Ingenuity Pathway Analysis. Notre objectif était d’identifier des cibles
impliquées dans les voies de signalisation spécifiques de I'arthrose. La majorité des
génes qui étaient différemment exprimés entre les conditions ctrl, COT, IL-1B et
COT IL-1P étaient catégorisés comme appartenant aux voies clés de I'inflammation,
du métabolisme du cartilage (catabolisme et anabolisme) et de I'angiogenése

(Tableau 16). Nous avons analysé ces voies clés en détail.
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Tableau 16. Genes différemment exprimés entre les conditions IL-1B et ctrl, COT IL-1pB et IL-1B, COT
et ctrl. Les génes ayant les « fold change » d’expression les plus élevés sont représentés et
catégorisés comme appartenant aux voies clés de I'inflammation, du métabolisme du cartilage et

de I'angiogeneése.

IL-1B/ctrl

Voies clés spécifiques
de I'arthrose

Geénes surexprimés

Génes sous-exprimés

Inflammation

Cytokines IL8 (126,58) ; IL6 (109,89) ; | ILIIRA (-3,2) ; CYTL1
TNFAIP6(29,41) ; IFI44L (8,33) | (-3,12)
Chimiokines CXCL6 (104,17) ; CCL20 (100) ;
CXCL1 (83,33) ; CCLS8 (47,62) ;
CXCL2 (33,33) ; CCL5 (33,33) ;
CXCL5 (17,86) ; CXCL10 (10,2)
; CCL2 (10)
Enzymes NOS2A (50) ; SOD2 (31,25) ; | GPX3 (-4,47) ; DDAH1
PTGS2 (31,25) ; PTGES (19,61) | (-4,16) ; GSTM2 (-3,53) ;
GSTML1 (-3,24)
Autres LCN2 (16,67) ; IER3 (16,13) ;
NFKBIA (11,49) ; CFB (10,87) ;
NFKBIZ (8,33)
Anabolisme BMP2 (8,33) ; BMP6 (4) CTGF (-13,62) ; GREM1
(-7,62) ; FGFR3 (-3,02) ;
BMP4 (-2,76) ; CILP
(-2,12)
Catabolisme MMP13 (23,26) ; MMP1 | ADAMTS1 (-3,91)

(9,09) ; CTSS (2,33)

Angiogenese

ECGF1 (7,69) ; RCAN1 (4,17) ;
STC1 (3,33) ; BDKRB1 (3,03) ;
AQP9 (2,86) ; HBEGF (2,04)

ANGPTL2 (-5,94) ; VEGFB
(-2,51)

COT IL-1B/IL-1B

Voies clés spécifiques
de I'arthrose

Geénes surexprimés

Genes sous-exprimés

Inflammation

Cytokines C1QTNF1 (-17,54) ; IL6
(-13,7) ; IFIT1 (-13,7) ;
TNFAIP6  (-5,56); IL8
(-3,13)

Chimiokines CXCL6 (-52,63) ; CCL8

(-31,25) ; CXCLS (-12,66) ;
CXCL1 (-10,20) ; CXCL2
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(-10) ; ccCL5 (-8,33) ;
CXCL10 (-8,33) ; CCL3L3
(-5,26) ; CCL2 (-5,26) ;
CCL3 (-4,55) ; CCL3L1
(-3,13) ; CCL20 (-2,94) ;
CCL7 (-2,86) ; CCL13
(-2,38)
Enzymes GPX3 (2,89) NOS2A (-24,39) ; PTGES
(-14,08) ; PTGS2 (-5,56)
Autres ZFP36 (4,08) ; ULBP1 (3,7) ;
SNIP1 (3,54) ; CD83 (2,33)
Anabolisme CTGF (3,54) FGF2 (-5,56) ; BMP2
(-3,85) ; BMP6 (-3,45)
Catabolisme MMP13 (-12,82) ; MMP1
(-3,33) ; ADAMTSS (-3,23)
; ADAMTS9 (-3,03)
Angiogenése SERPIN E1 (4,28) ; SERPIN C1 | ECGF1 (-7,14) ; VCAML1
(2,45) ; HBEGF (2,05) (-3,85) ; STC1 (-3,7) ;
TFPI2 (-3,45) ; FBLN5S
(-2,94) ; BDKRB1 (-2,7) ;
PAFAH1B1  (-2,13) ;
VEGFC (-2,08) ; SERPIN Al
(-2,08)
COT/ctrl
Voies clés spécifiques . o, . L,
Geénes surexprimés Génes sous-exprimeés
de 'arthrose
Inflammation
Cytokines C1QTNF1 (-1,45)
Chimiokines CCL2 (-2,5)
Enzymes PTGS2 (2,77)
Autres ULBP1 (4,56)
Anabolisme GDF15 (8,07) IGFBP5 (-4,35)
Catabolisme ADAMTS5 (-4,00) ;
ADAMTS1 (-3,23)
Angiogenése HBEGF (4) ; SERPIN E1 (3,1) ; | ANGPTL2 (-4,17) ; VCAM1
SERPIN C1 (2,52) ; RCAN1 | (-4); BMPER (-2,08)
(2,51)

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux « fold change » d’expression.
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3.3.5.1.1 Inflammation

Plusieurs centaines de médiateurs de I'inflammation étaient surexprimés par
I'IL-1B. La plupart de ces facteurs stimulés par I'lL-1B étaient inhibés par COT. Ces
médiateurs appartenaient a différentes catégories: cytokines inflammatoires,
chimiokines et enzymes. Peu de médiateurs inflammatoires étaient exprimés en
I’absence d’une stimulation a I'IL-1B. La chimiokine la plus fortement régulée était
CXCL6. Cette chimiokine était fortement surexprimée par I'lL-1B (104,17 fois, p<107)
et fortement inhibée par COT (-52,63 fois, p<107/).

Pour valider I’expression différentielle de CXCL6 par les chondrocytes humains
arthrosiques, nous avons mesuré, grace a un dosage immunologique, la production
de la protéine CXCL6 dans les milieux de culture conditionnés. Le niveau de
production protéique de CXCL6 était significativement augmenté par I'lL-1B (ctrl :
86,2 + 52,9 pg/ug d’ADN, IL-1B : 28245,4 + 4934,7 pg/pg d’ADN, p<0,001). L'effet
stimulant de I'lL-1pB était significativement, pratiqguement totalement, inhibé par COT

(185,9 + 114,6 pg/ug d’ADN, p<0,001) (Figure 72).
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Figure 72. Production de CXCL6 par les chondrocytes humains dans les conditions ctrl, IL-1, COT et
COT IL-1B. Les résultats sont exprimés avec la moyenne + SEM de douze expériences indépendantes
réalisées avec des chondrocytes provenant de douze patients différents.
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3.3.5.1.2 Métabolisme du cartilage

La comparaison de classes entre les différentes conditions a mis en évidence
plusieurs facteurs impliqués dans le catabolisme ou I'anabolisme du cartilage. Les
génes les plus stimulés par I'IL-1B étaient MMP-13 dans la voie catabolique
(23,26 fois, p<107) et BMP-2 dans la voie anabolique (8,33 fois, p<107). Lexpression
de ces deux génes était inhibée par COT (MMP-13: -12,82 fois, p<107 et
BMP-2 : -3,85 fois, p=8,79x10°). Ces observations étaient confirmées au niveau

protéique.

La production de MMP-13 était significativement augmentée par I'IL-1pB (ctrl :
3033,8 + 875,2 pg/ug d’ADN, IL-1B : 87115,8 + 12806,2 pg/ug d’ADN, p<0,001), mais
cet effet était fortement inhibé par COT (4910 + 1621,6 pg/ug d’ADN, p<0,001)
(Figure 73).
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Figure 73. Production de MMP-13 par les chondrocytes humains dans les conditions ctrl, IL-13, COT
et COT IL-1B. Les résultats sont exprimés avec la moyenne * SEM de douze expériences
indépendantes réalisées avec des chondrocytes provenant de douze patients différents.

La production protéique de BMP-2 était indétectable en conditions basales.
Cependant, I'lL-1B8 augmentait la production de BMP-2 (91,6 + 11,8 pg/ug d’ADN).
COT inhibait la production de BMP-2 stimulée par I'IL-1B (38,3 + 8,6 pg/ug d’ADN,
p=0,001) (Figure 74).
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Figure 74. Production de BMP-2 par les chondrocytes humains dans les conditions ctrl, IL-1B, COT et
COT IL-1. Les résultats sont exprimés avec la moyenne + SEM de douze expériences indépendantes
réalisées avec des chondrocytes provenant de douze patients différents. ND=non détectable.

3.3.5.1.3 Angiogenése

’expression du géne STC1 était stimulée par I'lIL-1B (3,33 fois, p=3x107). Cet
effet stimulant de I'lL-1B était inhibé par COT (-3,7 fois, p=4,1x10°®). En I"absence
d’IL-1B, I'expression du géne serpine E1 était augmentée par le mélange COT (3,1 fois,
p=1,2x10°). L'IL-1B n’affectait pas I'expression de la serpine E1. Cependant, en
présence d’IL-1B, I'expression du géne serpine E1 était stimulée par le mélange COT

(4,28 fois, p=2,25x107).

La production de STC1 était induite par I'lL-1B (ctrl : 268,6 + 62,3 pg/ug d’ADN,
IL-1B : 819,3 + 167,4 pg/ug d’ADN, p=0,005). Cet effet stimulant de I'lL-1B était
significativement inhibé par COT (67,7 + 47,9 pg/ug d’ADN, p<0,001), a un niveau
significativement inférieur au niveau de production basale de STC1 (p=0,018). De
plus, COT diminuait significativement la production de STC1 en conditions basales

(78,8 + 52,8 pg/ug d’ADN, p=0,03) (Figure 75).
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Figure 75. Production de STC1 par les chondrocytes humains dans les conditions ctrl, IL-1, COT et
COT IL-1B. Les résultats sont exprimés avec la moyenne + SEM de douze expériences indépendantes
réalisées avec des chondrocytes provenant de douze patients différents.

La production de la protéine serpine E1 était inhibée par I'lL-1B (ctrl: 0,85 +
0,11 ng/ug d’ADN, IL-1B : 0,35 + 0,06 ng/ug d’ADN, p<0,001). La présence de COT
dans le milieu de culture bloquait complétement I'effet inhibiteur de I'lL-1 (0,75 +

0,16 ng/ug d’ADN, p=0,028) (Figure 76).
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Figure 76. Production de serpine E1 par les chondrocytes humains dans les conditions ctrl, IL-1, COT
et COT IL-1B. Les résultats sont exprimés avec la moyenne + SEM de douze expériences
indépendantes réalisées avec des chondrocytes provenant de douze patients différents.
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3.4 Discussion

De nombreux médiateurs interviennent dans les mécanismes moléculaires
associés a la progression de l'arthrose [271]. Parmi ces médiateurs, certaines
cytokines telles que I'IlL-1B jouent un réle clé, en stimulant la production de
médiateurs impliqués dans la dégradation du cartilage et I'inflammation de la
membrane synoviale [272]. In vitro, I'lL-13 stimule fortement la synthése des
enzymes impliquées dans la dégradation du cartilage et elle inhibe la synthése des
principaux constituants de la matrice extracellulaire. Elle permet de reproduire in
vitro le déséquilibre métabolique observé in vivo au niveau du cartilage. En effet,
I'lL-1B augmente la production par les chondrocytes d’un large spectre d’enzymes
protéolytiques telles qu’ADAMTS4, ADAMTS5, MMP-3, et d’une variété de cytokines,
incluant I'lL-6 et I'lL-8. Parallélement, elle inhibe la synthése du collagene de type Il
et de I'AGG [147, 273-275]. Pour ces raisons, nous avons traité les chondrocytes
primaires bovins ou humains avec I'IL-1B afin de mimer le métabolisme des
chondrocytes en conditions pathologiques. Hormis I'lL-1B, I'lL-6 et I'IL-8 sont aussi
capables de promouvoir la dégradation de la matrice extracellulaire cartilagineuse ou
d’agir avec d’autres cytokines pour amplifier et accélérer la destruction du cartilage
[147, 271]. Dans nos expérimentations, comme attendu, la stimulation des
chondrocytes par I'lL-1B induisait I'expression des genes COX2, iNOS, ADAMTS4 et
ADAMTS5 et la production de NO; et de PGE,. De plus, I'lL-1B induisait
significativement I'expression génique et la production protéique d’IL-6 et d’'MMP-3,
et réduisait significativement I'expression génique et la production protéique des

AGG.

Nous avons démontré que C avait des effets bénéfiques sur les chondrocytes.
En effet, C contrecarrait les effets déléteres de I'IL-1B sur les chondrocytes. Plus
précisément, C réduisait I'effet stimulant de I'IL-1 sur les médiateurs
pro-inflammatoires et pro-cataboliques tels que les cytokines, NO, ou MMP-3. Ces
effets étaient opérés via I'inhibition de la voie de signalisation NF-kB. C inhibait

I'activation d’NF-kB induite par I'IL-1B et, par conséquent, empéchait sa translocation
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vers le noyau chondrocytaire. De plus, C inhibait la dégradation de la sous-unité IkBa

induite par I'lL-1p.

Nos résultats étaient cohérents avec ceux d’autres études démontrant que la
curcumine supprimait I’activation de la voie NF-kB induite par I'lL-1f via I'inhibition
de la phosphorylation d’IkBa et de p65, empéchant dés lors la translocation d’NF-kB
dans le noyau et I'expression de genes inflammatoires [247, 249]. En outre, d’autres
études démontraient que la curcumine purifiée inhibait les productions de NO3, PGE;
et MMP-3, et I'expression des genes IL-6 et IL-8 par les chondrocytes bovins et
humains primaires, stimulés par I'lL-1B [248, 250], en inhibant la phosphorylation
d’IkBa [276]. La curcumine est utilisée dans le traitement de la douleur et de
I'inflammation dans de nombreuses conditions pathologiques comme la polyarthrite

rhumatoide ou l'arthrose [239, 246, 251, 277].

De plus, nous avons démontré que C réduisait significativement I'expression
des genes ADAMTS4 et ADAMTSS, deux enzymes directement impliquées dans le
clivage des AGG. Nous avons également observé que C diminuait la production
d’AGG, mais uniquement a plus forte dose. La diminution d’AGG dans le surnageant
de la culture peut résulter d’'une réduction de la synthése d’AGG ou d’une diminution
de la dégradation d’AGG. En effet, les anticorps utilisés dans le dosage
immunologique ciblent les résidus « Kératane Sulfate » et la partie « Hyaluronic Acid
Binding Region » de la protéine centrale. Le dosage permet par conséquent la
reconnaissance de la protéine entiére, mais également de la protéine apres clivage
enzymatique. Des lors, une diminution de la dégradation des AGG réduit la quantité
d’AGG mesurée dans le surnageant de culture. C inhibait I'expression des génes
ADAMTS sans affecter I'expression du gene AGG. Ceci supportait I’hypothése que la
diminution du contenu en AGG dans les surnageants de culture, induite par C,
résultait d’'une diminution de la dégradation des AGG. Le modeéle de culture en
monocouche n’est pas le meilleur modele pour investiguer la production d’AGG et
son accumulation dans la matrice extracellulaire. Il serait utile pour confirmer notre
hypothese de tester la curcumine sur des chondrocytes cultivés en trois dimensions
dans une matrice naturelle comme, par exemple, I'alginate. La curcumine a déja

précédemment été évaluée sur des chondrocytes cultivés en billes d’alginate [250].
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La curcumine n’avait pas d’effet sur la production d’AGG, ce qui confirme notre
hypothése selon laquelle la diminution du contenu en AGG observée dans les

surnageants de culture résultait d’une inhibition de la dégradation des AGG.

O et T ont également montré des effets intéressants. O inhibait
significativement |'expression de COX2 et MMP-3 par les chondrocytes bovins en
conditions basales. O diminuait significativement la production de NO; par les
chondrocytes humains stimulés a I'lL-1B. T diminuait significativement I'expression
des génes IL-6 et COX2 et la production de PGE; par les chondrocytes bovins stimulés

3 IIL-1B.

Ces observations corroborent avec les résultats d’autres études suggérant que
O et T avaient des effets bénéfiques sur le cartilage. En effet, il a été démontré que
le peptide proline-hydroxyproline (pro-hyp), retrouvé majoritairement dans le sang
humain apres ingestion d’hydrolysats de collagene [278], augmentait le niveau
d’expression des AGG par des chondrocytes murins [279]. De plus, les hydrolysats de
collagéne et le peptide pro-hyp inhibaient la différenciation des chondrocytes murins
en chondrocytes hypertrophiques et augmentaient la production des GAG [279].
L'EGCG, la catéchine la plus abondante dans le thé vert, inhibait la réponse
inflammatoire chez des chondrocytes humains [256]. D’autres données montraient
gue I'EGCG diminuait la production de TNF-a [255]. De maniére consistante avec
notre étude, il a été montré que I'EGCG seul inhibait I'expression de COX2 par des
chondrocytes équins stimulés par des cytokines. Par ailleurs, 'lEGCG en combinaison
avec les ASU réduisait I'expression de COX2 a un niveau proche des contrdles et

inhibait significativement la production de PGE; [280].

Ce qui était plus surprenant était I'absence d’effet du resvératrol sur la
synthése des médiateurs inflammatoires et cataboliques par les chondrocytes bovins
cultivés en monocouche. En effet, d’autres études ont montré que le resvératrol
inhibait la synthése de COX2, PGE; et des especes réactives de I'oxygéne par des
chondrocytes humains stimulés a I'lL-1B [281, 282]. La dégradation du cartilage
induite par I'lL-1B était aussi limitée par le resvératrol [283]. Le resvératrol inhibait
également I'apopotose des chondrocytes [281, 284]. Nous pouvons expliquer ce

contraste par des différences de doses entre ces études et la notre. En effet, des
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concentrations dix a vingt fois plus importantes de resvératrol étaient utilisées dans
ces études [281-283]. Nous avons investigué les effets du resvératrol uniquement sur
le cartilage bovin alors que ces études étaient réalisées avec du cartilage humain. Ces
cartilages d’origine distincte peuvent avoir un métabolisme différent. Par ailleurs,
dans ces études, les chondrocytes étaient pré-traités avec le resvératrol pendant 1 h
avant la stimulation a I'lL-1B alors que nous avons incubé les chondrocytes avec le
resvératrol et I'lL-1B simultanément pendant 24 ou 48 h. Les récepteurs aux
cestrogenes interviennent dans la réponse du resvératrol [285]. Nous émettons
I’hypothese que des doses plus importantes de resvératrol pourraient avoir des effets
bénéfiques. Nous avancons que, a la dose utilisée, le resvératrol ne franchissait pas
la membrane chondrocytaire. Il a par ailleurs été démontré que le resvératrol était
plus efficace lorsqu’il était ajouté en combinaison avec un autre actif [286] tel que la
curcumine par exemple [268, 276]. Le resvératrol reste donc une molécule
intéressante dont il serait utile d’étudier in vitro la synergie avec d’autres actifs,
notamment dans le but de développer un mélange d’actifs nutritionnels efficace dans

la prise en charge de I'arthrose humaine.

Pour la premiere fois, nous avons étudié les effets de C, O et T en combinaison
sur le métabolisme des chondrocytes [287]. Sur les chondrocytes bovins, les trois
actifs montraient un effet inhibiteur additif sur I'expression des genes IL-6, iNOS et
ADAMTSA4, stimulée par I'lL-1B. De plus, les trois actifs agissaient en synergie pour
inhiber I'expression des génes COX2, MMP-3 et ADAMTSS5, stimulée par I'lL-1B. COT
montrait un effet plus important sur la synthese de COX2, MMP-3 et AGG que C seul.
Sur les chondrocytes humains, COT avait un effet inhibiteur additif sur la production
basale d'MMP-3 et sur la production de NO> stimulée par I'lL-1f. De plus, COT avait
un effet inhibiteur synergique sur la production d’IL-6 stimulée par I'lL-18. Ces

observations justifient 'utilisation combinée de ces trois actifs.

Les concentrations d’IL-1f et d’actifs nutritionnels n’étaient pas les mémes sur
les chondrocytes bovins et sur les chondrocytes humains. En effet, lorsque les
chondrocytes humains étaient stimulés avec une concentration d’actifs nutritionnels
supérieure a 12 pg/ml, une mortalité cellulaire était observée. Ceci peut s’expliquer

par le fait que les chondrocytes humains étaient des chondrocytes arthrosiques alors
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que les chondrocytes bovins étaient des chondrocytes sains. Concernant la
concentration d’IL-1B, 101! M est la concentration physiologique retrouvée dans le
fluide synovial de patients arthrosiques. Cependant, lorsque les chondrocytes bovins
étaient stimulés avec 10'* M d’IL-1B, on n’observait pas d’induction d’un stress
inflammatoire. C'est pourquoi les chondrocytes bovins étaient stimulés avec une

concentration d’IL-1B dix fois plus importante que les chondrocytes humains.

Dans la suite de ce travail, nous avons étudié les mécanismes d’action des actifs
via une approche génomique. Cette approche parait prometteuse dans la
compréhension de maladies complexes comme |'arthrose. L'implémentation de la
génomique fonctionnelle est nécessaire pour augmenter la translation vers le
développement de traitements et la prise en charge de maladies [288]. Des données
génomiques s’avérent utiles pour le développement éclairé de nouveaux traitements

contre I'arthrose [69].

L’analyse sur biopuces a ADN démontrait que de nombreux génes impliqués
dans des voies clés de I'inflammation, du catabolisme, de I'anabolisme du cartilage
et de I'angiogenese étaient différemment exprimés entre les conditions IL-1B et ctrl,

COT IL-1B et IL-1B, et COT et ctrl.

Concernant la voie de I'inflammation, nous avons confirmé |’effet stimulant de
I"IL-1B sur un grand nombre de cytokines, chimiokines et enzymes, principalement
IL-8, IL-6, CXCL6, tumor necrosis factor alpha induced protein (TNFAIP)6,
interferon-induced protein 44-like (IF144L), CCL20, CXCL1, CCL8, CXCL2, CCL5, CXCL5,
CXCL10, CCL2, synthase d’oxyde nitrique (NOS)2A, superoxyde dismutase (SOD)2,
synthase de prostaglandine-endoperoxyde (PTGS)2 et PTGES. COT diminuait
significativement cet effet stimulant de I'IL-18 sur I'expression de ces génes clés de la
voie inflammatoire. La chimiokine la plus surexprimée dans la condition IL-1B était
CXCL6. Cette découverte était cohérente avec celles d’études précédentes montrant
gue I'expression de CXCL6 était augmentée dans les fibroblastes et les chondrocytes
humains aprés stimulation par I'lL-1p [289, 290]. Il a été montré que CXCL6 était
surexprimé dans des synoviocytes dérivés de patients arthrosiques [289].
L'expression de CXCL6 était aussi plus importante dans du cartilage provenant d’'une

hanche arthrosique que dans du cartilage normal [291]. CXCL6 intervenait dans
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I'attraction des neutrophiles et donc dans le processus inflammatoire [292, 293].
C'était également sur ce gene CXCL6 que COT avait son pouvoir inhibiteur le plus fort.
Cependant, récemment, il a été montré que CXCL6 était présent dans la matrice
territoriale du cartilage sain, lié a des PG [294]. CXCL6 peut représenter une nouvelle
cible pour les traitements contre I'arthrose [289, 295]. L'inhibition du gene et de Ia
protéine CXCL6 était un effet majeur de COT et supportait son utilisation dans les

états inflammatoires.

La dégradation du cartilage est un mécanisme clé dans I'arthrose. MMP-13 joue
principalement un rdle capital dans ce processus. Cette MMP était sur-régulée dans
le cartilage arthrosique et était présentée comme la MMP la plus impliquée dans la
dégradation du collagene de type 11 [296-298]. COT inhibait tant I’expression du gene
qgue la production de la protéine MMP-13, stimulées par I'IL-1B. Ces résultats
suggerent que COT pourrait ralentir la dégradation du cartilage dans I'arthrose via

I'inhibition d’'MMP-13.

Méme si BMP-2 est classiquement impliquée dans la réparation de I'os et du
cartilage, nos résultats concordaient avec ceux d’une étude indiquant que I'lL-1
augmentait I'expression de BMP-2 par les chondrocytes humains [290]. L'expression
de BMP-2 était significativement plus grande dans le cartilage arthrosique que dans
le cartilage normal. Les patients atteints d’une arthrose sévere du genou avaient des
niveaux de BMP-2 dans le sérum et le fluide synovial significativement plus élevés
gue les patients atteints d’une arthrose modérée [299]. La concentration de BMP-2
dans le sérum et le fluide synovial de patients atteints d’arthrose du genou était
corrélée a la sévérité radiographique et symptomatique de I'arthrose [299]. De plus,
une augmentation des niveaux de BMP-2 chez la souris provoquait une aggravation
sévere de I'ostéophytose [300]. BMP-2 induisait également une augmentation de la
vascularisation et la prolifération des fibroblastes [301]. BMP-2 agissait comme un
inducteur de I'hypertrophie des chondrocytes [302]. COT diminuait I'effet stimulant
de I'lL-1PB sur I'expression du gene et la production de la protéine BMP-2. Ceci peut
étre interprété comme un effet bénéfique étant donné par ailleurs que la

concentration de BMP-2 était corrélée avec la sévérité de la maladie [299].
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L'importance de I'angiogenese dans I'arthrose est maintenant bien connue.
Des vaisseaux sanguins ont été observés dans le cartilage arthrosique et une
surexpression de facteurs pro-angiogéniques par les chondrocytes arthrosiques a été
démontrée [190, 303, 304]. Les données générées par |'analyse sur biopuces a ADN
montraient que des médiateurs clés de I'angiogenese étaient modulés par I'lL-1 et
par COT. Plus particulierement, nous avons observé une surexpression de la STC1
induite par I'IL-1B et une inhibition de cet effet par COT. Une étude a récemment
montré que la STC1 était sur-régulée, tant au niveau génique que protéique, dans les
parties enflammées par rapport aux parties normales/réactives d’'une membrane
synoviale de patient arthrosique [305]. La STC1 joue un réle dans I'angiogenése via la
voie du VEGF et de son récepteur 2 [189, 306, 307]. Ceci indiquait que COT pouvait
protéger le cartilage arthrosique contre l'invasion des vaisseaux sanguins en
sous-régulant les médiateurs clés pro-angiogéniques. Finalement, nous avons
concentré notre attention sur le geéne de la serpine E1. Ce gene était surexprimé dans
les conditions COT et COT IL-1PB, respectivement comparé aux conditions ctrl et IL-1pB.
La serpine E1 est aussi connue sous le nom d’inhibiteur de [Iactivateur du
plasminogéne (PAI)-1. Ce dernier a été décrit comme un membre de la superfamille
des inhibiteurs de sérine protéase, qui inhibent I'activateur du plasminogene et
I'activateur du plasminogene type urokinase, qui agissent dans la fibrinolyse [308].
PAI-1 régule I'angiogenése via des effets sur la protéolyse de la matrice extracellulaire
et sur I'adhésion cellulaire. PAI-1 inhibe la voie de signalisation VEGF/VEGF récepteur
2 [309]. Etant donné que COT augmentait la synthése de PAI-1, COT pouvait inhiber

la voie du VEGF et, par-13, 'angiogenése.

L’analyse des biopuces a ADN a révélé que plusieurs génes étaient sensibles au
mélange COT chez les chondrocytes humains. Comme attendu, nous avons confirmé
que le mélange COT agissait sur I'inflammation et le métabolisme du cartilage. En
outre, de nouvelles informations concernant I'action de COT sur la voie de
I'angiogénese ont été apportées. L'inflammation, le catabolisme, I'anabolisme et
I'angiogenése sont des processus pathophysiologiques importants dans I'arthrose.
Les genes identifiés représentent par conséquent des cibles pour les traitements de

I"arthrose.
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Evidemment, des essais cliniques sont nécessaires pour démontrer les effets
bénéfiques de ces actifs sur les symptémes et les changements structurels associés a
I'arthrose. Une préoccupation majeure est I'absence d’information a propos de la
biodisponibilité¢ de ces actifs et de leur métabolisation. Cette question est
particulierement applicable pour les polyphénols tels que la curcumine. En effet, la
curcumine naturelle est connue pour sa tres faible biodisponibilité. Ce point est
crucial pour envisager son administration par voie orale. Par exemple, les pics
moyens des concentrations sériques apres administration orale a des patients de 4,
6 et 8 g de curcumine par jour étaient de 0,51 + 0,11, 0,63 + 0,06 et 1,77 + 1,87 uM,
respectivement [310]. La concentration sérique de curcumine atteignait son
maximum 13 2 h apres la prise orale de curcumine et déclinait ensuite graduellement
dans les 12 h. L’excrétion urinaire de curcumine était indétectable [310]. Ces
concentrations sont inférieures a celles testées dans nos expérimentations (4 pug/ml
~ 10 uM). Par conséquent, I'extrapolation de ces résultats in vitro a la nutrition
humaine doit étre faite avec précaution. Cependant, des efforts ont été faits pour
augmenter la biodisponibilité de Ila curcumine. Récemment, une étude
pharmacocinétique de phase | sur le Flexofytol, un extrait de curcumine hautement
biodisponible (solubilité dans I’eau augmentée de 4000 fois), a été réalisée sur deux
groupes de douze individus. Chaque groupe recevait oralement une (42 mg de
curcumine) ou deux (84 mg de curcumine) capsules de Flexofytol. Avec deux capsules
administrées oralement, la moyenne du Cmax des douze individus était de 0,9 uM,
avec une extrapolation statistique de 1,6 UM avec quatre capsules (168 mg de
curcumine) [251]. Le défi est de développer une curcumine avec une biodisponibilité
améliorée, avec comme finalité d’atteindre des concentrations sériques qui ont
démontré une activité biologique. Dans ce but, la curcumine a été dissoute dans de
I’huile, pour étre ensuite absorbée en chylomicrons, afin de proposer une curcumine
soluble dans I'’eau, sans modification de sa structure [251, 311]. La curcumine a aussi
été co-administrée avec la piperine, un inhibiteur de la glucuronidation hépatique et
intestinale [252], ou incluse dans un complexe phytosome de phosphatidylcholine
[312, 313]. La pertinence clinique de ces nouvelles formulations comparées a la

curcumine native devrait étre démontrée dans un essai clinique.
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Finalement, ces résultats in vitro indiquaient que la mixture COT pouvait
réduire I'inflammation et la douleur dans I'arthrose, en diminuant la synthése de
médiateurs inflammatoires, cataboliques et angiogéniques par les chondrocytes. Ces
découvertes fournissent une base pré-clinique pour I'évaluation in vivo de ce
mélange et suggerent que ces actifs peuvent étre utiles pour soulager les symptémes

chez les patients arthrosiques.
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4 PARTIE IN VIVO

4.1 Introduction

Apres avoir démontré que le mélange COT inhibait la synthese de médiateurs
inflammatoires et cataboliques par les chondrocytes, une étude clinique randomisée,
controlée et en double aveugle a été réalisée pour évaluer I'efficacité du mélange

chez des chiens souffrant d’arthrose.

Un signe clinigue majeur de I'arthrose chez le chien est la boiterie. Au cours
des dernieres décennies, la mesure des forces de réaction au sol (FRS), a I'aide d’'une
plateforme de marche, a été largement utilisée chez les chiens afin de mieux
comprendre la locomotion normale, mais surtout les anomalies lors de la présence
de pathologies en relation avec une boiterie, telles que I'arthrose [314, 315]. Cette
mesure permet d’investiguer la limitation fonctionnelle liée a la douleur chez I'animal
arthrosique. A chaque fois qu’un membre entre en contact avec le sol, le corps de
I’'animal est soumis a des FRS en réponse aux forces musculaires et d’inertie que le
membre exerce. En effet, a chaque fois qu’un objet touche le sol, deux forces sont en
opposition : la force d’action et la force de réaction. Pour chaque force d’action, il y
a une force de réaction égale en intensité, mais opposée en direction. La démarche
d’un quadrupede est définie de telle maniére que le mouvement peut différer selon
la séquence et le rythme des pas et selon le nombre de membres en contact avec le
sol a chaque stade d’un cycle de pas. La masse du chien et son centre de gravité
provoquent des forces verticales, cranio-caudales et médio-latérales. En réaction, des

FRS verticales, cranio-caudales et médio-latérales sont produites (Figure 77).
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Vue sagittale Vue frontale

FRS verticale F verticale
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Figure 77. Vues sagittale et frontale d’un chien en position debout. Les trois vecteurs de forces (F)
orthogonales sont pairés avec leur force de réaction au sol (FRS) en direction opposée. La force
médiale se réfere au membre droit. CDG= centre de gravité. Image adaptée d’aprés Moreau et al.,
2014 [315].

La figure 78 montre un graphe typique construit a partir des données acquises
lorsqu’un chien trotte sur une plateforme de marche. Les deux variables les plus
fréquemment utilisées en recherche clinique sont le pic de force verticale (PFV) et
I'impulsion verticale (IV). Le PFV correspond au maximum de la courbe représentant
les FRS verticales (verte). L'aire sous la courbe représente I'lV. La montée et la
descente en charge correspondent respectivement aux pentes positive et négative
de la courbe des FRS verticales. Sur la courbe représentant les FRS cranio-caudales
(bleue), le pic de force de frein correspond au minimum et le pic de force de
propulsion correspond au maximum. L’aire sous la courbe négative représente
I'impulsion de frein et I'aire sous la courbe positive représente I'impulsion de

propulsion [314].
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Figure 78. Exemple de graphe construit a partir des données acquises lorsqu’un chien trotte. Ce
graphe montre les forces de réaction au sol (FRS) de deux membres (antérieur et postérieur) du
méme c6té d’un chien au trot. La ligne verte représente les données associées aux FRS verticales. Le
pic de force verticale (PFV) correspond au maximum de la courbe représentant les FRS verticales
(verte). L’aire sous la courbe représente I'impulsion verticale (IV). La ligne bleue représente les
données associées aux FRS cranio-caudales. La ligne rouge représente les données associées aux FRS
médio-latérales. La premiére courbe de la ligne verte correspond aux données associées au membre
antérieur et la deuxieme courbe de la ligne verte correspond aux données associées au membre
postérieur. Les valeurs négatives des FRS cranio-caudales (ligne bleue) correspondent aux forces de
frein et les valeurs positives correspondent aux forces de propulsion. Image adaptée d’apres Gillette
et al., 2008 [314].

La plateforme de marche fournit des informations objectives, reproductibles
et cliniquement pertinentes sur la capacité fonctionnelle des chiens arthrosiques
[316]. Lorsqu’un chien développe naturellement de I'arthrose, une diminution du PFV

est observée [315, 316].

L'objectif de notre étude était d’évaluer I'efficacité, la tolérance et I'innocuité
d’un aliment contenant le mélange COT chez des chiens souffrant d’arthrose. Dans
ce but, les différents parameétres que nous avons évalués sont : I'analyse des forces
sur plateforme de marche, la concentration sérique des biomarqueurs de I'arthrose
Coll2-1 et Coll2-1 NO; et I’évaluation du chien arthrosique d’une part par le

vétérinaire, et d’autre part par le propriétaire.
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4.2 Population et protocole

4.2.1 Population

Les chiens présentant des signes d’arthrose étaient recrutés parmiles patients
de la Clinique Vétérinaire de I'Université de Lieége, ou via des annonces par mail au
personnel et aux étudiants de I'Université de Liege, dans des magasins pour animaux,
chez des vétérinaires, dans des magazines canins, sur des sites web, dans des salons
de toilettage ou encore via des associations de petits animaux. Les participants

potentiels étaient informés a propos de I'objectif et de la conception de I'étude.
Les critéres d’inclusion étaient :

- présenter des signes cliniques et radiologiques d’arthrose sur au moins un
membre ;

- étre agé de plus de 18 mois ;

- peser plus de 10 kg et avoir un score de masse corporelle (SMC) inférieur
a 8 (sur une échelle de 9) (Figure 79) [317] ;

- ne pas souffrir de maladie systémique.

SMC Caractéristiques Image

Cotes, vertebres lombaires, os pelviens et
toutes les proéminences osseuses

apparentes. Pas de graisse corporelle | SR
1 perceptible. Perte évidente de masse 1*}
musculaire AT
¥l \N
- b)

Cotes, vertebres lombaires et os pelviens
facilement visibles. Pas de graisse palpable.
Certains indices d’autres proéminences
osseuses. Perte minimale de masse
musculaire.

Cotes facilement palpables et
éventuellement visibles, sans graisse " :
palpable. Os pelviens devenant proéminents. -
3 | Taille et dépression abdominale évidentes. w

Trop mince
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Idéal

Cotes facilement palpables, avec une
couverture graisseuse minime. Taille
facilement identifié¢e, vue du dessus.
Dépression abdominale évidente.

Cotes palpables sans exces de couverture
graisseuse. Taille observée derriere les cotes
guand vue du dessus. Abdomen relevé quand
vue de coté.

Trop lourd

Cotes palpables avec un léger exces de
couverture graisseuse. Taille perceptible vue
du dessus, mais non proéminente.
Dépression abdominale apparente.

Cotes difficilement palpables, épaisse
couverture graisseuse. Dépobts de graisse
visibles aux niveaux de I'aire lombaire et de
la base de la queue. Taille absente ou a peine
visible. Dépression abdominale peut étre
présente.

Cotes non palpables sous une tres épaisse
couverture graisseuse ou seulement
palpable avec une pression importante.
Dépots de graisse abondants aux niveaux de
I'aire lombaire et de la base de la queue.
Taille absente. Pas de dépression
abdominale. Distension abdominale peut
étre présente.

Dépots massifs de graisse aux niveaux du
thorax, de la colonne vertébrale et de la base
de la queue. Taille et dépression abdominale
absentes. Dépobts de graisse dans le cou et
aux niveaux des membres. Distension
abdominale évidente.

Figure 79. Systeme d’évaluation de score de masse corporelle (SMC), développé au centre ‘Nestlé

Purina Pet Care’ [317].
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Les criteres d’exclusion étaient les suivants :

présenter des signes d’'une maladie lombo-sacrée ou d’un déficit
neurologique ;

présenter des séquelles d’'un traumatisme ou d’une inflammation des
membres ;

recevoir un traitement aux AINS, corticostéroides ou antibiotiques les
guatorze jours précédant le début de I’étude ou durant I'étude ;

avoir des antécédents chirurgicaux au niveau d’une ou plusieurs
articulations dans les six mois précédant le début de I'étude ;

montrer un comportement agressif ;

développer une gestation ou gestation probable durant I'étude.

Les critéres de sortie de I'étude étaient :

développer une réaction indésirable au produit ;

présenter une blessure ou une maladie qui nécessitait un traitement
incompatible avec la poursuite de I'étude ;

nécessiter une intervention chirurgicale ;

étre incapable de continuer I'étude a cause de douleurs excessives ou
d’autres complications (décision prise par l'investigateur) ;

montrer un manque de compliance (propriétaire) avec les restrictions de
I'étude ;

constater le déces du chien, selon une cause naturelle ou selon une

décision du propriétaire d’euthanasier I'animal.

4.2.2 Aliments de I'étude

Les deux aliments de I’étude étaient un aliment canin standard (controle) et

ce méme aliment supplémenté du mélange COT (COT). Ces deux produits

alimentaires secs canins possédaient le méme contenu nutritionnel et énergétique

(3515 kcal/kg) (Tableau 17). Les besoins énergétiques des chiens étaient basés sur

I’équation publiée par le Conseil National de la Recherche en 2006 : 95 kcal/kg® >

masse [318, 319]. Les deux aliments ont été fournis par le fabricant dans des

conditionnements neutres identiques, mais différenciés par des numéros de code.
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L'aliment avec le mélange COT contenait 0,43 g d’extrait de curcuma par 1000 kcal,
0,85 g d’extrait de thé vert par 1000 kcal et 4,27 g de collagene hydrolysé par
1000 kcal. L'extrait de curcuma (Indena, Paris, France) contenait entre 18 et 22 % de
curcuminoides et était associé a un complexe phosphatidylcholine pour augmenter
sa biodisponibilité [320]. L'extrait de thé vert (Naturex, Avignon, France) possédait
un contenu total en polyphénols de plus de 25 %, un contenu en catéchines de plus
de 12,5 % et un contenu en EGCG de plus de 9,3 %. Les peptides composant le
collagéne hydrolysé (Gelita, Eberbach, Allemagne) comprenaient 30 acides aminés,
ce qui correspond a un poids moléculaire d’environ 3 kDa. La glycine et la proline

représentaient plus de 35 % du contenu total en acides aminés.

Tableau 17. Contenu nutritionnel et énergétique des deux aliments de I’étude.

Unité Controle coT

Contenu énergétique kcal/kg 3515 3515
Humidité % 12,2 12,1
Protéines brutes % 20,5 20,5
Matiere grasse % 11,7 11,7
Cendres brutes % 6,0 5,9
Cellulose brute % 4,0 4,0
Fibres alimentaires % 9,0 9,0
Extrait non azoté % 40,2 39,9
Glycine % 0,7 1,0
Hydroxyproline % 0,002 0,2
Proline % 1,1 1,2
Extrait de curcuminoides % 0 0,15
Extrait de thé vert % 0 0,3
Collagene hydrolysé % 0 1,5

4.2.3 Conception de I’étude

Il s’agissait d’une étude randomisée, en double aveugle, contrélée contre
placebo. Tous les propriétaires recevaient une description écrite détaillée des
objectifs et du déroulement de I’étude et fournissaient un consentement éclairé écrit
signé avant que leur chien ne soit inclus dans I'étude. Le protocole a été approuvé
par la Commission d’Ethique de I'Université de Liege (dossier numéro 12-1330). Les
investigateurs collectaient lors de la premiere visite un échantillon urinaire et un

échantillon sanguin pour une analyse sérique du taux de glucose, de l'urée, de la
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créatinine, de l'albumine, de [I'aspartate amino-transférase et de [I’alanine
amino-transférase. Les résultats de cette analyse biochimique étaient utilisés pour
cribler les chiens éligibles pour I’étude. Les chiens éligibles étaient assignés au hasard
dans le groupe contréle ou dans le groupe COT. Ni les propriétaires des animaux ni
les investigateurs ne savaient a quel groupe le chien était assigné. Lors du
recrutement pour I'étude, les propriétaires des animaux recevaient l'instruction
d’habituer leurs chiens a une nourriture de transition (équivalente a I'aliment
controle en terme de formulation, mais différente en terme de taille et de forme)
pendant 14 jours. De cette maniere, les chiens éligibles recevaient le méme aliment
(ne contenant aucun complément alimentaire) avant le début de I’étude. La ration
guotidienne était précisée au propriétaire afin de maintenir le poids du chien
constant. Les chiens étaient pesés chaque mois. L’alimentation standard avec ou sans

le mélange COT était administrée durant 3 mois (Figure 80).
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Recrutement TO T1 T2 T3
2 semaines 1 mois 1 mois 1 mois
transition contrdle ou COT contréle ou COT contréle ou COT
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Figure 80. Protocole de I'étude clinique randomisée, en double aveugle et avec un contrdle-placebo.
Deux semaines avant le début de I’étude, un examen clinique général et orthopédique, une pesée,
une analyse urinaire, une analyse sanguine et une radiographie étaient réalisés. Au début de I’étude
(TO), une pesée, une analyse sur la plateforme de marche, un prélevement sanguin et un
questionnaire du propriétaire étaient réalisés. Un mois apres le début de I’étude (T1), une pesée, un
préléevement sanguin et un questionnaire du propriétaire étaient réalisés. Deux mois apreés le début
de I'étude (T2), une pesée, un prélevement sanguin et un questionnaire du propriétaire étaient
réalisés. A la fin de I’étude (T3), un examen clinique orthopédique, une pesée, une analyse sur la
plateforme de marche, un préléevement sanguin et un questionnaire du propriétaire étaient réalisés.

4.2.4 Effets indésirables

Durant toute la durée de I'étude, tous les effets indésirables étaient rapportés
aux investigateurs, qui notaient la nature et la sévérité de |'évenement, si
I’événement était nouveau, toute association potentielle avec I'alimentation de

I’étude, et d’autres détails pertinents a la compréhension de |'effet indésirable.
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4.2.5 Plateforme de marche

Lors de la visite d’inclusion, le membre le plus atteint était déterminé grace a
un examen orthopédique et confirmé au début de I'étude (TO = inclusion + 14 jours
d’aliment de transition) par la valeur du PFV obtenue sur la plateforme de marche.
En effet, les chiens étaient évalués en utilisant les plateformes de force
biomécaniques (Kistler, Winterthur, Suisse) du Laboratoire d’Analyse du Mouvement
Humain de I'Université de Liege. Les FRS étaient enregistrées a TO et aprés trois mois
d’alimentation contréle ou COT (T3) (Figure 80). La plateforme de marche était
calibrée avant chaque évaluation. Les propriétaires faisaient trotter leur chien sur la
plateforme de marche. Un investigateur observait et filmait chaque passage afin de
confirmer les poses de pattes et la démarche. Un passage était considéré comme
valide lorsque, a un moment précis, un seul membre était posé sur la plateforme de
marche, que la vitesse de trot était comprise entre 1,8 et 2,2 m/s et qu’une
accélération-décélération de + 0,5 m/s? était enregistrée. La vitesse était mesurée
avec un minuteur et un capteur (Charnwood Dynamics, Rothley, Royaume-Uni) placé
sur le dos du chien. Cing passages valides étaient obtenus pour le membre

arthrosique et le membre controlatéral.

Le PFV, I'lV, la montée en charge, la descente en charge (forces verticales), les
pics de force de frein, les pics de force de propulsion, I'impulsion de frein et
I'impulsion de propulsion (forces cranio-caudales) étaient mesurés et enregistrés
grace au logiciel CODAmotion (V6.78.1) (Charnwood Dynamics). Toutes les forces
étaient normalisées par rapport au poids (Newton) et exprimées en % du poids. La
moyenne des données provenant des cing passages validés pour chagque membre
était calculée pour obtenir une valeur moyenne pour chaque force ou impulsion a

chaque temps de I'étude.

4.2.6 Biomarqueurs de I’arthrose

Des échantillons sanguins étaient collectés chaque mois (TO, aprés 1 mois
d’alimentation contréle ou COT (T1), aprés 2 mois d’alimentation contréle ou COT

(T2) et a T3) pour mesurer les concentrations sériques des biomarqueurs de
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I'arthrose (Coll2-1 et Coll2-1 NO;) (Figure 80) en utilisant deux dosages

immunologiques spécifiques compétitifs (Artialis, Liege, Belgique) [321].

Ces dosages sont des dosages immunologiques spécifiques compétitifs
utilisant un peptide synthétique fixé sur le fond des puits de la plaque 96 puits, pour
la quantification de I'antigéne correspondant dans les échantillons. Lors de I'addition
de I'anticorps primaire, une compétition pour la liaison a I'anticorps s’installe entre
le peptide synthétique immobilisé et le peptide contenu dans les échantillons. Apres
élimination des peptides non liés, un anticorps de cheévre anti-lapin conjugué a la
peroxydase était ajouté dans chaque puits pour détecter et quantifier le niveau de
compétition. Apres lavage de cet anticorps de détection non lié, le complexe
anticorps-antigene était détecté par une réaction chromogene via I'ajout de TMB. La
réaction était arrétée par I'ajout d’une solution acide. L’absorbance était mesurée a
I'aide d’un spectrophotometre. La composition des tampons utilisés pour les dosages
est confidentielle. Les échantillons étaient respectivement dilués six et deux fois pour

les dosages Coll2-1 et Coll2-1 NO;.

4.2.7 Evaluation par le vétérinaire

A TO et a T3, un examen orthopédique était réalisé par le vétérinaire et les
chiens étaient scorés pour la boiterie (1 a 5), la douleur a la manipulation (0 a 10), la
douleur a la palpation (1 a 5) et la limitation a la mobilité de I'articulation (1 a 5)
(Figure 80). Les grilles d’évaluation pour la boiterie, la douleur a la palpation et la
limitation a la mobilité de I'articulation sont décrites dans le Tableau 18 [322]. La
douleur a la manipulation était évaluée sur une échelle de 0 a 10, O correspondant a

‘aucune douleur’ et 10 correspondant a ‘douleur extréme’.
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Tableau 18. Systéme de scores cliniques de I'arthrose chez le chien [322].

Boiterie

marche normalement

légerement boiteux lors de la marche

modérément boiteux lors de la marche

séverement boiteux lors de la marche

réticent a se lever et ne marche pas plus de 5 pas ou ne pose pas
du tout la patte au sol

Douleur a la
palpation de
I"articulation

aucune

signes bénins, le chien tourne la téte en reconnaissance

signes modérés, le chien retire son membre

signes séveres, le chien aboie ou devient agressif

le chien ne permet pas la palpation

Mobilité de
I"articulation

aucune limitation de mouvement

limitation légere (10-20 %) des mouvements, pas de crépitement

limitation légere (10-20 %) des mouvements, crépitement

limitation modérée (20-50 %) des mouvements, + crépitement

limitation sévere (>50 %) des mouvements, * crépitement

4.2.8 Evaluation par le propriétaire

Les propriétaires évaluaient I’état de leur chien a chaque visite mensuelle (TO,

T1, T2 et T3) en complétant un questionnaire validé, nommé ‘Canine Brief Pain

Inventory’ (CBPI), évaluant la sévérité de la douleur (SD) et l'interférence de la

douleur (ID) sur les activités de la vie quotidienne (Figure 80) [323]. Les quatre

questions pour estimer SD (douleur la plus intense ressentie par le chien ces 7

derniers jours, douleur la moins intense ressentie par le chien ces 7 derniers jours,

douleur moyenne ressentie par le chien ces 7 derniers jours, douleur ressentie par le

chien en ce moment) étaient évaluées sur une échelle de 0 a 10, O correspondant a

‘aucune douleur’ et 10 correspondant a ‘douleur extréme’. La moyenne des réponses
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a ces questions était calculée pour générer le score SD. Les six questions permettant
d’estimer ID (influence de la douleur sur 'activité générale du chien ces 7 derniers
jours, influence de la douleur sur le plaisir de vivre du chien ces 7 derniers jours,
influence de la douleur sur la capacité du chien a passer de la position allongée a la
position debout ces 7 derniers jours, influence de la douleur sur la capacité du chien
a marcher ces 7 derniers jours, influence de la douleur sur la capacité du chien a courir
ces 7 derniers jours, influence de la douleur sur la capacité du chien a monter des
escaliers ou des bordures ces 7 derniers jours) étaient évaluées sur une échelle de 0
a 10, 0 correspondant a ‘aucune influence’ et 10 correspondant a ‘influence extréme’.

La moyenne des réponses a ces questions était réalisée pour générer le score ID.

4.2.9 Analyses statistiques

La taille de I’échantillon a été calculée en se basant sur une étude antérieure
évaluant l'effet d’un extrait de curcuma chez les chiens arthrosiques [224]. En
considérant une puissance statistigue de 80 % et en autorisant un niveau
d’incertitude alpha de 5 %, un test bilatéral pour la comparaison de deux moyennes
était réalisé. Ce test prédisait un nombre nécessaire total d’échantillons de
quarante-deux. Etant donné qu’il y a généralement 10 3 20 % de sujets sortant de
I’étude, nous avons décidé de recruter un nombre de quarante-six a cinquante

chiens.

Selon les données de sortie, des modeles linéaires généralisés ou des modeles
mixtes étaient utilisés et analysés grace a SAS 9.3. L'effet temps, I'effet aliment et
leur interaction étaient analysés a TO et a T3. L'effet aliment était également
investigué sur le delta T3-TO. Selon les caractéristiques des données, leur distribution
normale ou non, et la distribution de résidus pour chaque modele, les résultats
étaient précédemment transformés en rang ou non. Les données étaient exprimées
avec la moyenne + SEM. Une p-valeur < 0,05 était considérée comme statistiquement

significative.
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4.3 Résultats
4.3.1 Chiens

Cent cinquante-cing propriétaires de chiens ont répondu aux annonces. Apres
un entretien téléphonique d’informations, cent quinze propriétaires ont été invités
avec leur chien a la premiere visite de sélection. Parmi ces cent quinze chiens,
guarante-huit ont été considérés éligibles pour I'étude et ont été assignés de maniere
aléatoire a recevoir I'aliment COT (n=23) ou I'aliment contrdle (n=25) pendant trois
mois. Deux chiens dans le groupe COT et quatre chiens dans le groupe contrdle ont
été exclus de I’étude pour les raisons suivantes : développement d’'une maladie qui
nécessitait un traitement incompatible avec la poursuite de I'étude ou une
intervention chirurgicale (trois chiens du groupe contréle), décision par
I'investigateur que le chien ne pouvait pas poursuivre I'étude a cause de I'apparition
d’un déficit neurologique (un chien du groupe contrdle), manque de compliance du
propriétaire avec les restrictions de I’étude (un chien du groupe COT) et décision par
le propriétaire d’euthanasier le chien (un chien du groupe COT). Par conséquent,
guarante-deux chiens ont terminé I’étude, incluant vingt-et-un chiens du groupe COT
et vingt-et-un chiens du groupe contréle. Seules les données des chiens qui ont

terminé I'étude étaient incluses dans I'analyse.

Les caractéristiques des chiens qui ont complété |'étude sont résumées dans
le Tableau 19. A Iinclusion et a T3, il n’y avait pas de différence significative entre les
deux groupes pour la masse et I’age. Parmi les chiens qui ont terminé I’étude dans le
groupe controdle, les races suivantes étaient représentées : chien de rue (n=6), Berger
allemand (n=5), Bouvier bernois (n=2), Border Collie (n=2), Berger australien (n=1),
Dogue de Bordeaux (n=1), Braque d’Auvergne (n=1), Braque allemand (n=1), Golden
Retriever (n=1) et Rottweiler (n=1). Les races suivantes étaient représentées dans le
groupe COT: Golden Retriever (n=5), Border Collie (n=2), Cocker (n=2), Berger
allemand (n=2), Labrador (n=2), Terre-Neuve (n=2), Airedale Terrier (n=1), Bouvier
bernois (n=1), Dogue allemand (n=1), chien de rue (n=1), Pitbull (n=1) et

Saint-Bernard (n=1).
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Tableau 19. Caractéristiques des chiens qui ont terminé I’étude. Les données sont exprimées en
distribution (nombre de chiens) pour les caractéristiques catégorielles et en moyenne + SEM pour
les caractéristiques quantitatives continues.

Caractéristiques Aliment contréle  Aliment COT p-valeur
Nombre total de 21 21 NA
sujets

Male/femelle 8/13 10/11 NA
Male 2/9/10 6/7/8 NA

castré/femelle
stérilisée/intact

Age aTO (années) 7,50 0,62 7,56+ 0,67 0,952
Masse a TO (kg) 34,91+7,62 36,43 £7,95 0,563
Masse a T3 (kg) 35,17 £ 7,68 36,13 £ 7,88 0,717
Articulation

principalement

touchée

Carpe 1 0 NA
Coude 5 2 NA
Genou 2 6 NA
Hanche 13 13 NA

TO=début de I'étude ; T3=fin de I'étude ; NA=non applicable

4.3.2 Tolérance et innocuité

Le traitement était bien toléré. Il n’y avait ni de changement significatif dans

le poids des chiens ni d’effet indésirable significatif durant I'étude.

4.3.3 Plateforme de marche

Les résultats de PFV (pour le membre le plus séverement atteint) a TOeta T3
pour le groupe contréle et pour le groupe COT sont représentés dans le Tableau 20.
PFV était exprimé en % du poids + SEM. Les valeurs n’étaient pas significativement
différentes entre le groupe contrdle et le groupe COT a TO (p=0,618) et a T3 (p=0,953).
Il n’y avait pas de changement significatif de la variable PFV entre TO et T3 et ce,
guelle que soit l'alimentation regue (groupe contréle (p=0,999); groupe COT
(p=0,283)). Le changement de PFV (AT3-T0O) n’était pas différent entre les groupes
(p=0,319) (Figure 81). Le mélange COT ne modifiait pas I'lV, la montée en charge, la
descente en charge, les pics de force de frein, les pics de force de propulsion,

I'impulsion de frein et I'impulsion de propulsion.
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Tableau 20. Moyenne + SEM pour le membre le plus sévérement atteint pour le pic de force verticale
(PFV) de 42 chiens arthrosiques assignés de maniére aléatoire pour recevoir un aliment controle
(n=21) ou un aliment COT (n=21).

TO T3
valeur valeur p-valeur p-valeur
temps AT3-TO
PFV (% poids)
contréle 69,65 + 4,33 69,63 + 3,18 0,999 0319
coT 61,81 +2,52 67,44 + 3,32 0,283 ’
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Figure 81. Moyenne + SEM pour le A T3-T0 du pic de force verticale (PFV) dans la population totale
pour les groupes controle et COT.

Dans le sous-groupe des chiens les plus jeunes (60° percentile : 8,7 ans, age
moyen : 5,8 + 0,4 ans, n=15 chiens du groupe contréle + 11 chiens du groupe COT),
I'augmentation du PFV (AT3-TO) était significativement plus importante dans le
groupe COT que dans le groupe controle (p=0,049) (Tableau 21) (Figure 82). En effet,
le PFV augmentait de 15 % entre TO et T3 dans le groupe COT alors qu’il n’augmentait
gue de 4 % dans le groupe controle.

Tableau 21. Moyenne + SEM pour le membre le plus sévérement atteint pour le pic de force verticale

(PFV) de 26 chiens arthrosiques assignés de maniére aléatoire pour recevoir un aliment controle
(n=15) ou un aliment COT (n=11).

TO T3
valeur valeur p-valeur p-valeur
temps AT3-TO
PFV (% poids)
controle 66,49 + 3,97 69,22 + 3,72 0,999 0.049
coT 61,12 + 3,8 70,11 £ 6,06 0,259 !
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Figure 82. Moyenne + SEM pour le A T3-TO du pic de force verticale (PFV) dans le sous-groupe des
chiens les plus jeunes pour les groupes contréle et COT. *p<0,05

4.3.4 Biomarqueurs de I’arthrose

Les taux sériques de Coll2-1 et Coll2-1NO; n’étaient pas significativement
modifiés aprées trois mois de traitement, quelle que soit I'alimentation recue, ni pour
la population totale ni pour le sous-groupe des chiens les plus jeunes. Par ailleurs, les
taux sériques de Coll2-1 et Coll2-1NO; n’étaient pas différents entre les groupes
controle et COT (Tableau 22).

Tableau 22. Moyenne * SEM pour les concentrations sériques des biomarqueurs Coll2-1 et

Coll2-1NO: de 42 chiens arthrosiques assignés de maniére aléatoire pour recevoir un aliment
controle (n=21) ou un aliment COT (n=21).

T0 T1 T2 T3
valeur valeur valeur valeur p-valeur
temps*
aliment
Coll2-1 (nM)
contréle 1410,42 + 148,57 1443,08 + 114,28  1395,2+96,52  1359,28 73,52
coT 1606,11 + 154,01 1752,4+150,46 1744,63 £+ 126,68 1722,94 + 188,15 9,705
Coll2-1 NO; (nM)
contréle 1,26 £ 0,06 1,29+ 0,08 1,20+ 0,04 1,37+0,11
coT 1,86+0,2 1,81+0,19 1,75+0,21 1,78 £0,19 0,368

4.3.5 Evaluation par le vétérinaire

Le mélange COT diminuait de fagon significative la douleur a la manipulation

de l'articulation dans le groupe COT (p=0,037), alors que I'alimentation controle
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n’avait pas d’effet (p=0,999). Aprés trois mois de traitement, la douleur a la

manipulation était significativement plus faible dans le groupe COT que dans le

groupe contréle (p=0,036) (Tableau 23) (Figure 83).

Tableau 23. Moyenne + SEM pour la boiterie et pour le membre le plus sévérement atteint pour la
douleur a la palpation de I’articulation, la limitation a la mobilité de I’articulation et la douleur a la
manipulation de I'articulation de 42 chiens arthrosiques assignés de maniére aléatoire pour recevoir

un aliment contréle (n=21) ou un aliment COT (n=21).

TO T3
valeur valeur p-valeur temps*aliment
Boiterie
controle 1,8+0,17 1,95+0,23 0244
coT 2,19+0,19 1,86 £ 0,21 ’
Douleur a la palpation
controle 2,45+0,21 2,55+0,21 0.195
coT 2,62+0,2 2,1+0,21 ’
Limitation a la mobilité
controle 2,3+0,24 2,75+0,28 0815
coT 2,71+0,31 2,7+0,27 ’
Douleur a la manipulation
controle 4,19+0,52 2,86+0,51 0.036
coT 3,65 +0,56 3,7+0,4 ’
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Figure 83. Moyenne * SEM pour la douleur a la manipulation de I’articulation dans la population
totale pour les groupes contréle et COT a TO et a T3. *p<0,05

Pour le sous-groupe des chiens les plus jeunes, il n’y avait pas de différence

significative entre les groupes contrdle et COT ou entre TO et T3 pour la boiterie, la
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douleur a la palpation de I'articulation, la limitation a la mobilité de I'articulation et

la douleur a la manipulation de I’articulation.

4.3.6 Evaluation par le propriétaire

Le A T3-TO pour la SD était significativement différent entre les groupes
controle et COT (p=0,009) (Figure 84). La SD augmentait dans le groupe controle alors
gue ce parametre était stable dans le groupe COT. L’ID n’était pas influencée par le
traitement (p=0,063) (Tableau24). Cependant, lorsque les six questions
correspondant au parametre ID étaient analysées séparément, la capacité du chien a
passer de la position allongée a la position debout était significativement améliorée

par le mélange COT par rapport au controle (p=0,029) (Figure 85).
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Figure 84. Moyenne + SEM pour le A T3-TO de la sévérité de la douleur (SD) dans la population totale
pour les groupes contréle et COT. **p<0,01

Tableau 24. Moyenne + SEM pour la sévérité de la douleur (SD) et I'interférence de la douleur (ID)
de 42 chiens arthrosiques assignés de maniére aléatoire pour recevoir un aliment contréle (n=21)
ou un aliment COT (n=21).

TO T3
valeur valeur p-valeur p-valeur
temps AT3-TO
SD
controle 2,46 £ 0,45 3,58 +0,51 0,071 0.009
coT 2,67+0,19 2,42 +0,21 0,35 !
ID
contréle 3,44 0,59 3,86 £ 0,66 0,633 0,133
cot 3,26 £ 0,54 2,96 £ 0,45 0,104
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Figure 85. Moyenne + SEM pour le A T3-T0 de la capacité a passer de la position allongée a la position
debout dans la population totale pour les groupes contréle et COT. *p<0,05

Dans le sous-groupe des chiens les plus jeunes, SD augmentait
significativement dans le groupe controle (p=0,007), mais diminuait légerement dans
le groupe COT. Le A T3-TO pour la SD était significativement différent entre les
groupes controle et COT (p<0,001) (Tableau 25) (Figure 86).

Tableau 25. Moyenne + SEM pour la sévérité de la douleur (SD) et I'interférence de la douleur (ID)

de 26 chiens arthrosiques assignés de maniére aléatoire pour recevoir un aliment contréle (n=15)
ou un aliment COT (n=11).

TO T3
valeur valeur p-valeur p-valeur
temps AT3-TO

SD

contréle 2,4+0,52 3,7+0,59 0,007 <0.001

coT 1,82+0,41 1,25+0,43 0,463 !
ID

contréle 3,4+0,74 3,98+0,74 0,357 0,07

coT 2,33+0,65 210,54 0,839

- 158 -



Partle in Vivo

5 —_
*%k%

=

o —T—

(@)

£ o —
D N R
72

<

5 : :
contrdle COT

Figure 86. Moyenne + SEM pour le A T3-T0 de la sévérité de la douleur (SD) dans le sous-groupe des
chiens les plus jeunes pour les groupes controle et COT. ***p<0,001
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4.4 Discussion

Notre étude clinique montrait que le mélange COT améliorait le statut
algo-fonctionnel des chiens arthrosiques. En effet, nous avons observé que COT
diminuait la douleur a la manipulation et améliorait la SD ainsi que la capacité a se

relever des chiens.

Par contre, nous n’avons pas observé d’amélioration du PFV évaluée a I'aide
d’une plateforme de force. D’autres études ont montré un effet bénéfique d’une
alimentation enrichie en acides gras omega-3 [225, 228], en hydrolysats de collagéne
de type Il [215] ou en GLM sur ce parametre [232], alors qu’un extrait de curcuma
n’avait pas d’effet [224]. L’'ensemble de ces études démontraient que le PFV est un
parameétre sensible a certains compléments. Nous nous sommes donc demandés
pourquoi notre mélange n’améliorait pas le PFV alors qu'’il était efficace sur certains
paramétres cliniques. Il a notamment déja été démontré que le questionnaire CBPI

n’était pas corrélé avec les changements observés du PFV [324].

Dans la population de chiens que nous avons étudiée, il y avait une
hétérogénéité dans la sévérité et la localisation de I'arthrose. Par exemple, certains
chiens souffraient d’arthrose sévére au niveau de la hanche alors que d’autres
souffraient d’arthrose plus modérée au niveau du genou. Il a été démontré que la
variation de PFV était différente selon I’articulation touchée par I'arthrose. En effet,
les chiens affectés par de l'arthrose au niveau du genou ont une diminution plus
importante du PFV que les chiens atteints d’arthrose au niveau de la hanche [325].
Dans notre étude, seulement 19 % des chiens souffraient d’arthrose du genou. Nous
pouvons émettre I'hypothése que I'absence d’effet de COT sur ce parametre était
liée a la proportion importante de chiens souffrant d’arthrose de la hanche (62 %)
dans notre population. Néanmoins, cette population hétérogéne mimait les
situations cliniques réelles en médecine vétérinaire. Cette hétérogénéité peut étre
considérée comme une force de notre étude. De plus, a I’heure ou les procédures
éthiques sont de plus en plus mises en évidence et ou la recherche sur la douleur est
en pleine émergence, il était plus probant et cliniguement pertinent d’utiliser des
chiens de propriétaires qui souffraient réellement de cette maladie chronique et qui
menaient une vie classique, plutot que des chiens de laboratoire auxquels on aurait
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chirurgicalement induit I'arthrose. De fagon intéressante, nous avons observé que
chez les chiens les plus jeunes (60¢ percentile : 8,7 ans, age moyen : 5,8 + 0,4 ans,
n=15 chiens du groupe contréle + 11 chiens du groupe COT), COT augmentait
significativement le PFV par rapport au groupe controle. L'effet observé chez les
chiens les plus jeunes pourrait étre dii a une meilleure biodisponibilité des agents
naturels contenus dans COT. En effet, chez ’lhumain, une diminution de I'absorption
intestinale de certaines substances est observée avec le vieillissement [326]. Une
autre explication est que les chiens les plus jeunes présentaient des stades d’arthrose

moins avancés et pouvaient donc étre plus sensibles a I'aliment COT.

Pour la premiere fois, nous avons mesuré les concentrations sériques des
biomarqueurs de I'arthrose pour évaluer chez des chiens arthrosiques les effets d’un
aliment enrichi avec la mixture COT sur le métabolisme du cartilage. Les
concentrations de Coll2-1 et Coll2-1 NO; étaient corrélées avec la sévérité des lésions
macroscopiques et histologiques du cartilage chez les chiens développant une
arthrose apreés une section du ligament croisé antérieur [327]. L'identification, la
validation et la qualification de nouveaux biomarqueurs reste nécessaire [328]. Dans
notre étude, COT ne modifiait pas significativement les taux sériques de Coll2-1 et
Coll2-1 NO;. Ces résultats étaient inattendus car, chez des patients humains souffrant
de gonarthrose, la curcumine réduisait les taux sériques de Coll2-1 [329]. Nous
pouvons avancer deux hypothéses pour expliquer cette absence d’effet de COT: 1. La
biodisponibilité de la curcumine utilisée dans notre mélange qui serait plus faible ; 2.
Une métabolisation différente de la curcumine chez le chien et chez I’'homme. En
effet, une limitation majeure de notre étude est I'absence d’informations a propos
de la biodisponibilité des actifs du mélange COT et de leur métabolisation. Cette
guestion est particulierement applicable pour les polyphénols tels que la curcumine.
La curcumine naturelle est connue pour sa tres faible biodisponibilité. Le défi est de
développer une curcumine avec une biodisponibilité améliorée, avec comme finalité
d’atteindre des concentrations sériques qui ont démontré une activité biologique.
Dans ce but, la curcumine a été dissoute dans de I'huile, pour étre ensuite absorbée
en chylomicrons, afin de proposer une curcumine soluble dans I'eau, sans

modification de sa structure [251, 311]. La curcumine a aussi été co-administrée avec
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la piperine, un inhibiteur de la glucuronidation hépatique et intestinale [252] ou
incluse dans un complexe phytosome de phosphatidylcholine [312, 313]. La
pertinence clinique de ces nouvelles formulations comparées a la curcumine native
devrait étre démontrée dans des essais cliniques chez le chien. Une infusion de
curcumine liposomale (10 mg/kg) pendant 2 ou 8 h a des Beagles a montré que les
niveaux sériques du métabolite de la curcumine, la tétrahydrocurcumine, étaient 6,3
a 9,6 fois plus élevés que les taux sériques de curcumine native. Ceci suggérait un
métabolisme rapide de la curcumine associé a une élimination (hépatique et rénale)
lente de la tétrahydrocurcumine [254]. L'analyse de la distribution tissulaire de la
curcumine chez les chiens révélait que les quantités les plus élevées de curcumine se
trouvaient dans les poumons et dans le foie. Le pancréas, les reins et la vessie
contenaient également des doses relativement élevées de curcumine. Cette étude
mentionnait la présence de curcumine au niveau des muscles, mais pas au niveau du
cartilage [330]. Malgré ces efforts, les données concernant la biodisponibilité et la
métabolisation des actifs nutritionnels chez le chien manquent. Il serait intéressant
de mesurer les concentrations sériques des différents actifs nutritionnels et de leurs
métabolites tout au long de I'étude. Dans ce contexte, il est envisageable de
concevoir que de plus grandes doses de la mixture COT, ou une mixture COT
bio-optimisée, auraient pu contribuer a montrer des améliorations perceptibles du

PFV et des taux sériques des biomarqueurs.

La douleur lors de la manipulation de I'articulation était diminuée dans le
groupe COT, entre TO et T3, mais pas dans le groupe contréle. |l y avait une différence
statistiquement significative entre les groupes COT et controle pour la douleur a la
manipulation de I'articulation. Cette observation était cohérente avec celle d’une
étude évaluant I'effet du collagene de type Il non dénaturé qui démontrait aussi une
diminution de la douleur lors de la manipulation de [articulation [219].
L’amélioration de la douleur n’était pas associée avec I'amélioration de la boiterie.
Ceci peut étre expliqué par le fait que la manipulation évalue la douleur provenant
des tissus péri-articulaires alors que la boiterie est générée par la douleur causée par

des stimuli mécaniques appliqués sur des tissus pathologiques.

- 162 -



Partle in Vivo

Les évaluations par les propriétaires sont des mesures subjectives, mais
lorsque des mesures subjectives sont employées, un score composite est plus
efficace que des scores individuels [228]. Dans notre étude, nous avons utilisé le
guestionnaire CBPI validé qui propose deux scores composites: SD et ID [323].
L’évolution de la SD, évaluée par le delta T3-TO, était significativement différente
entre les groupes COT et controle, le groupe COT tendant a s"améliorer et le groupe
contréle tendant a s’aggraver. Cependant, il n’y avait pas de différence
statistiquement significative pour I'ID entre les groupes COT et contréle. Néanmoins,
lorsque les six questions correspondant au parametre ID étaient analysées
séparément, I’évolution de la capacité du chien a passer de la position allongée a la
position debout, évaluée par le delta T3-TO, était significativement meilleure pour le
groupe COT, par rapport au groupe contréle. Ces résultats sont en adéquation avec
ceux d’une étude évaluant les effets de 'huile de poisson contenant de hautes
concentrations d’acides gras oméga-3 chez des chiens arthrosiques. L’administration
d’huile de poisson s’accompagnait d’'une amélioration significative de la capacité des
chiens a se lever d’une position de repos, a jouer ou a marcher. L’amélioration de la
douleur n’était pas associée a I'amélioration de la boiterie. Il a en effet été démontré
gue le questionnaire CBPI n’était pas corrélé avec les changements observés dans les

données acquises par la plateforme de marche [324].

En conclusion, les résultats de notre étude supportent I’"hypothese que les
chiens qui recevaient un aliment enrichi avec le mélange COT exprimaient moins de
douleur apres trois mois. La différence d’évolution entre les groupes suggere qu’un
traitement plus long pourrait étre nécessaire pour atteindre un effet significatif sur
d’autres parametres. L'amélioration de la boiterie était plus importante dans le
sous-groupe des chiens les plus jeunes. Ces résultats supportent |'utilisation du
mélange COT dans la prise en charge de 'arthrose. Outre son utilité dans la prise en
charge des symptomes, ce mélange pourrait étre utile pour diminuer Ia
consommation d’AINS ou d’analgésiques chez des chiens arthrosiques avec
comorbidités. En effet, COT n’induisait pas d’effet indésirable significatif et le
traitement était bien toléré. Des études supplémentaires sont nécessaires afin

d’évaluer les effets a long terme de COT sur les changements structurels, confirmer
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les résultats sur un échantillon plus grand, apporter de nouvelles données concernant
la biodisponibilité et approfondir I'effet de facteurs confondants tels que la sévérité
d’atteinte de 'arthrose, I'dge ou encore la localisation et le nombre de membres et

d’articulations touchées.
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5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’arthrose est une maladie complexe et plurifactorielle affectant I'ensemble
des tissus articulaires. En effet, elle est caractérisée par la dégradation progressive
du cartilage, mais touche également la membrane synoviale et I'os sous-chondral.
L'arthrose provoque une association de signes et symptomes dont les plus
évocateurs sont la douleur mécanique, la raideur articulaire ou encore des

craguements a la mobilisation.

A ce jour, il n’existe aucun traitement permettant de guérir I'arthrose ou de
retarder efficacement sa progression. Les traitements non pharmacologiques et
pharmacologiques de cette pathologie sont essentiellement symptomatiques. En
outre, certaines modalités pharmacologiques provoquent parfois des effets

secondaires néfastes, limitant leur utilisation a long terme.

Une alternative thérapeutique plus efficace et plus saine est nécessaire. La
nutrition pourrait étre la solution. En effet, la nutrition peut fournir des bénéfices a
long terme, une qualité utile a la gestion de maladies chroniques. Beaucoup d’actifs
nutritionnels ont déja été étudiés chez 'lhumain et chez le chien, avec différents

niveaux de validité scientifique [204, 214, 239, 240].

Dans le cadre de notre travail, nous avons tenté d’améliorer les connaissances
sur ce sujet. Nous avons évalué in vitro les effets de différents actifs nutritionnels sur
les voies clés du métabolisme des chondrocytes. Par ailleurs, nous avons étudié in

vivo l'influence d’un mélange d’actifs nutritionnels sur des chiens arthrosiques.

Au terme de ce travail in vitro, nous pouvons énoncer les conclusions qui

suivent :

1. LUIL-1B induit la synthese de médiateurs inflammatoires et
cataboliques et réduit la synthése de facteurs anaboliques par les
chondrocytes cultivés en monocouche.

L'IL-1B augmentait la production du NO; et de PGE; et I'expression des genes
codant pour I'lL-6, iNOS, COX2, MMP-3, ADMATS4 et ADAMTSS5 par les chondrocytes

bovins cultivés en monocouche. A I'inverse, I'IL-1B limitait I'expression des génes
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codant pour I’AGG et le collagéne de type Il par les chondrocytes bovins cultivés en
monocouche. L’IL-1B augmentait la production du NO3, d’'IL-6 et de MMP-3 par les
chondrocytes humains cultivés en monocouche. Au contraire, I'lL-18 diminuait la
production des AGG par les chondrocytes humains cultivés en monocouche, dans les

surnageants de culture.

2. L'IL-1B et le mélange d’actifs nutritionnels COT ne sont pas
cytotoxiques aux concentrations testées.

La viabilité cellulaire, évaluée par la libération de LDH et par le contenu en

ADN, n’était modifiée ni par I'lL-1B ni par les actifs nutritionnels, seuls ou en

combinaison.

3. Le mélange d’actifs nutritionnels COT régule la synthése de
médiateurs clés de I'inflammation, du métabolisme du cartilage et de
I’angiogenese.

Le mélange d’actifs nutritionnels COT diminuait la production de NO; et de
PGE; et I'expression des genes IL-6, INOS, COX-2, MMP-3, ADAMTS4 et ADAMTSS par
les chondrocytes bovins cultivés en monocouche stimulés par I'lL-1B. COT réduisait
la production basale d’MMP-3 par les chondrocytes humains cultivés en
monocouche. Il atténuait aussi la production du NO;, d’'IL-6 et d’'MMP-3 par les
chondrocytes humains cultivés en monocouche stimulés par I'IL-1B. Par ailleurs,
I’expression des genes CXCL6, MMP-13, BMP-2 et STC1, stimulée par I'lL-1pB, était
fortement inhibée par COT. L’expression de la serpine E1 était inhibée par I'lL-1B. COT
bloquait complétement I'effet inhibiteur de I'IL-1B. De plus, I'expression du gene

serpine E1 était augmentée par COT en conditions basales.

4. Les actifs nutritionnels du mélange COT ont un effet synergique sur
I’expression de COX-2, MMP-3 et ADAMTS-5, trois acteurs importants
de la pathogénie de I'arthrose.

Sur les chondrocytes bovins stimulés a I'lL-1B, les trois constituants du
mélange d’actifs nutritionnels COT agissaient en synergie pour inhiber I'expression
de COX-2, MMP-3 et ADAMTSS. Par ailleurs, ces trois actifs nutritionnels avaient un
effet inhibiteur additif sur I'expression d’IL-6, INOS et ADAMTS4 par les chondrocytes

bovins stimulés a I'lL-1B. Sur les chondrocytes humains stimulés a I'lL-1B, les trois
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actifs nutritionnels constituant le mélange COT agissaient en synergie pour inhiber la
production d’IL-6. En outre, sur les chondrocytes humains, les trois actifs
nutritionnels du mélange COT montraient un effet inhibiteur additif sur la production

basale d’'MMP-3 et sur la production induite par I'IL-18 du NO,.

5. COT inhibe I'activation de la voie de signalisation NF-kB.
Le mélange d’actifs nutritionnels COT inhibait la phosphorylation d’IkBa
induite par I'lL-1B et, par-la, sa dégradation. Le mélange COT diminuait également la
phosphorylation de la sous-unité p65 induite par I'IlL-1B et par conséquent sa

translocation nucléaire.

Pour résumer, ces expérimentations in vitro ont mis en évidence les
mécanismes d’action de COT sur les chondrocytes. Elles suggerent que COT pourrait
avoir des effets bénéfiques sur le cartilage. Ces découvertes fournissent une base

préclinique pour I"évaluation in vivo de la combinaison d’actifs nutritionnels COT.
Ce travail in vitro ouvre plusieurs perspectives de recherches :

- I'étude des effets du mélange COT sur un modele de culture des
chondrocytes en trois dimensions (par exemple billes d’alginate) ou sur des
explants de cartilage ;

- I’étude de COT sur le métabolisme d’autres types cellulaires, comme les
synoviocytes et les ostéoblastes ;

- I’étude de l'influence de COT sur la communication entre les chondrocytes,
les synoviocytes et les ostéoblases ;

- I’étude de COT sur des chondrocytes soumis a un stress oxydant.

La deuxiéme partie de notre recherche était consacrée a I'étude de la

combinaison d’actifs nutritionnels COT sur des chiens de propriétaires arthrosiques.

Les résultats suivants ont été obtenus:
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1. Le mélange d’actifs nutritionnels COT n’induit pas d’effet secondaire

néfaste chez les chiens arthrosiques.
L’aliment contenant le mélange COT était bien toléré. Il n’y avait ni de
changement significatif dans le poids des chiens ni de démonstration d’effet

secondaire néfaste.

2. Le mélange d’actifs nutritionnels COT est associé a une meilleure

évolution du PFV, mais seulement chez les jeunes chiens.
Dans le sous-groupe des chiens les plus jeunes (60° percentile : 8,7 ans, age
moyen : 5,8 + 0,4 ans, n=11 chiens du groupe test + 15 chiens du groupe controle),

COT augmentait le PFV en comparaison avec le groupe controéle.

3. Le mélange d’actifs nutritionnels COT réduit la douleur a la
manipulation de I'articulation, évaluée par le vétérinaire.

La douleur a la manipulation de I'articulation, évaluée par le vétérinaire, était
significativement réduite aprés trois mois dans le groupe de chiens ayant regu
I'aliment COT, mais pas dans le groupe controle. De plus, la douleur a la manipulation
de I'articulation était plus faible dans le groupe de chiens ayant regu I'aliment COT

gue dans le groupe contréle.

4. Le mélange d’actifs nutritionnels COT prévient la sévérité de la
douleur, évaluée par le propriétaire.

L’évolution de la sévérité de la douleur, évaluée par le propriétaire, était
meilleure dans le groupe de chiens ayant regu I'aliment COT, en comparaison avec le
groupe contrble. En effet, la sévérité de la douleur tendait a s’améliorer dans le
groupe de chiens ayant recu I'aliment COT et tendait a se détériorer dans le groupe
de chiens contréle. Dans le sous-groupe des chiens les plus jeunes, la sévérité de la
douleur augmentait dans le groupe contrdle, mais pas dans le groupe de chiens ayant
recu l'aliment COT. L’évolution de la sévérité de la douleur était différente entre les

deux groupes, en faveur du groupe de chiens ayant regu I'aliment COT.

5. Le mélange d’actifs nutritionnels COT est associé a une meilleure
capacité des chiens a passer d’'une position de repos a la position

debout
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L'interférence de la douleur sur la capacité des chiens a passer d’'une position
de repos a la position debout était plus faible dans le groupe de chiens ayant recu

I"aliment COT, par rapport au groupe controle.

En résumé, cette étude supportait I'hypothese que les chiens ayant regu un
aliment contenant le mélange d’actifs nutritionnels COT exprimaient moins de
douleur apres trois mois. L'amélioration de la boiterie était meilleure dans le
sous-groupe des chiens les plus jeunes. En outre, le mélange COT ne provoquait pas
d’effet indésirable. Ces résultats donnent une justification scientifique
supplémentaire pour |'utilisation de ces actifs nutritionnels dans la prise en charge
de I'arthrose. Un aliment supplémenté avec le mélange d’actifs nutritionnels COT
peut étre recommandé pour des patients qui ne peuvent prendre d’AINS ou d’autres
analgésiques pour atténuer leurs symptomes, ou en complément de ces

interventions médicamenteuses.

Cette recherche a d’ailleurs abouti a la mise sur le marché dans plusieurs pays
européens (Belgique, Espagne, Finlande, France, Grece, ltalie et Pays-Bas jusqu’a
présent) mais aussi en Australie, en Chine, au Japon et en Russie d’un aliment canin
enrichi avec le mélange d’actifs nutritionnels COT. Cet aliment est commercialisé par
Royal Canin SAS sous I'appellation « Mobility C2P+». Le mélange d’actifs

nutritionnels COT a été breveté.
Cette étude in vivo ouvre de nombreuses perspectives de recherche :

- I’étude de la pharmacocinétique des actifs nutritionnels dans le sang ;

- lamise au point d’une forme bio-optimisée de ce mélange COT, dans le but
d’augmenter sa biodisponibilité ;

- laréalisation d’'une étude plus longue et incluant un plus grand nombre de
chiens;

- I'étude des effets de COT sur l'incidence ou la progression des signes
d’arthrose visibles en résonance magnétique ;

- I’étude de facteurs confondants tels que la sévérité de I'arthrose, I’dge, la
localisation et le nombre d’articulations atteintes sur les effets du mélange

COoT,;
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- la comparaison de COT a d’autres actifs nutritionnels disponibles sur le
marché ;

- et, a plus long terme, la réalisation d’une étude clinique chez I’lhomme.
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JOINT CARE COMPOSITION

The present invention relates to a composition comprising curcuminoid with green tea polyphenol or with a combination of glycine, proline and hydroxyproline for use
in preventing or treating ostecarthritis. It also relates to a method of preventing or treating osteocarthritis in mammals, the method comprising administering to said
mammal a composition which comprises curcuminoid with green tea polyphenol or with a combination of glycine, proline and hydroxyproline.

Cartilage deterioration can be caused by sewveral reasons such as repeated exercise, instability of the joint. etc., which may result in inflammation of the joints. While
a greater portion of humans with arthritis have rheumatoid arthritis, most of the arthritis occurring in companion animals is ostecarthritis.

Mowadays, no cure exists for ostecarthritis, and the pharmacological treatment is limited to alleviating symptoms. The most popular are non-stercidal anti-
inflammatory drugs, but these are associated with adverse effects. A safer treatment is desirable.

The first aspect of this invention relates to a composition comprising curcuminoid with green tea polyphenol or with a combination of glycine, proline and
hydroxyproline for use in preventing or treating ostecarthritis. Treating ostecarthritis includes ameliorating osteoarthritis symptoms.

The present invention relates, for all aspects, to any mammal, including a human. In particular. the present invention relates to a companion animal such as a dog, a
cat or an equine animal (e.g. a horse) or any other such animal that suffers or is prone to suffer from ostecarthritis.

The composition of the present invention comprises curcuminoid. Curcuminoid is curcumin or a derivative of curcumin. The chemical structures of curcuminocids
differ in their functional groups.

Curcuminoid includes curcumin, demethoxycurcumin, b/ s-methoxycurcumin and/or

tetrahydrocurcumin.

Curcuminoids are natural phenols that are present. in particular, in the Indian spice turmeric. Turmeric is derived from the roots of the plant Curcuma longa.
Curcuminoids have also been found in roots of other species in the plant family Zingiberaceae of the Curcuma genus. Curcumincids have a distinctly earthy, bitter,
peppery flavour and a mustardy smell.

In particular, turmeric contains 60-80% curcumin, 15-30% demethoxycurcumin and 2-6% b/ s-dem ethoxycurcumin.

The curcumineid in the composition of the invention can be of any format, including a powder or lipid extract.

In some embodiments, curcuminocid can be mixed with phospholipids and/or cellulose, starch or derivatives thereof to form complexes. This may assist in stability
and/or to further increase solubility and bioavailability of the curcuminoid.

The curcuminoid can be mixed with essential oils, piperine or bromelain. The curcuminoid can be mixed with phosphatidycholine, for example lecithin.

Preferably. the curcuminoid of the present invention is curcumin, which is the most active curcuminoid. Curcumin according to the present invention includes
demethoxycurcumin, bfs-demethoxycurcumin andfor tetrahydrocurcumin.

The composition of the invention comprises curcuminocid and green tea polyphenol.

Tea (Camellia sinensis). in particular green tea, has a high content of flavonoids, including polyphenols, in particular catechins. Catechins in tea include
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), epicatechin (EC). epicatechin-3-gallate (ECG). epigallocatechin {EGC), catechin, and gallocatechin (GC).

Preferably. the green tea polyphenaols include catechin. Preferably, the catechin includes EGCG. Green tea extract usually contains at least about 25% polyphenols,
about 12.5% of catechins and about 9.3% of EGCG.

Epigallocatechin gallate (EGCG) is the ester of epigallocatechin and gallic acid. EGCG is the most abundant catechin in tea and is a potent antioxidant. It is
particularly found in green tea. EGCG is a major polyphenol of green tea and exhibits anti-oxidant, anti-tumour and anti-mutagenic activities.

The composition of the imvention comprises curcumin and a combination of glycine, proline and hydroxypreline.

A combination of glycine, proline and hydroxyproline represents 50% of the total amino acid content of hydrolyzed collagen. Preferably, a combination of glycine,
proline and hydroxyproline is hydrolyzed collagen. The amino acid compesition of hydrolyzed collagen is as set in the table below;

Table 1

Amino aclds Percentage
Proling/Hydroxyproling 25%
Glycineg 20%
Glutamic acid 11%
Argimine 8%

Alanine 8 %o

Other essantial amino acids 16%

Other non-essential amino acids(|12%

Hydrolyzed collagen is obtained by the enzymatic hydrolysis of collagenous tissues found in the bones, skin, and connective tissue of animals such as cattle, fish,
horses, pigs. and rabbits. Hydrolyzed collagen is well digested and is preferentially accumulated in cartilage.
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A preferred composition includes curcuminoid, green tea pelyphenel and a combination of glycine, proline and hydroxyproline. Preferably, this composition includes
curcumin, green tea polyphenol and hydrolyzed collagen.

The invention is preferably a foodstuff. It can be any foedstuff, such as dry. semi moist or wet foed product. In particular, the foodstuff may be a pet food product.

The pet foodstuff is preferably a commercial pet food product. Such a product is preferably sold as a product for feeding to a pet animal, in particular a pet cat ora
pet dog.

A typical pet foodstuff contains about 20-30% crude protein and about 10-20% fat, the remainder being carbohydrate, including dietary fibre and ash. A typical wet or
moist product contains (on a dry matter basis) about 40% fat, 50% protein and the remainder being fibre and ash. The foodstuff of the invention may be a dry
product (with approximately 5 to approximately 15% moisture), a semi-moist product (with approximately 15 to approximately 70% moisture) or a wet product (with
approximately 70 to approximately 90% moisture).

The remaining components of the foodstuff are not essential to the invention and typical standard products can be included. The combined ingredients of the
foodstuff according to the invention can provide all of the recommended vitamins and minerals for the particular animal in gquestion (a complete and balanced food).

The foodstuff according to the present invention encompasses any product which a pet consumes in its diet. Thus, the invention covers standard food products
including liguids, as well as pet food snacks (for example, snack bars, pet chew, crunchy treat, cereal bars, snacks, biscuits and sweet products) and supplements.

The foodstuff can be provided as a food supplement. The food supplement can be a powder, sauce, topping, biscuit, kibble, pocket or tablet that can be
administered with or without an additional foodstuff. Where the food supplement is administered with an additional foodstuff, the food supplement can be
administered sequentially simultaneously or separately. The food supplement may be mixed with the foodstuff, sprinkled over the foodstuff or served separately.
Alternatively, the food supplement can be added to a liquid provided for drinking such as water or milk.

The foodstuff is preferably a cooked product. It may incorporate meat or animal derived material (such as beef, chicken, turkey, lamb, fish, blood plasma, mamow
bone etc. or ene or more thereof). The product altemnatively may be meat free (preferably including a meat substitute such as soya, maize gluten or a soya product)
in order to provide a protein source. The foodstuff may centain additional protein sources such as soya protein concentrate, milk proteins, gluten ete. The foodstuff
may also contain a starch source such as one or more grains (e.g. wheat, corn, rice, oats, barley etc.), or may be starch free.

The foedstuff of the invention is preferably produced as a dry product containing from approximately 5% to approximately 15% moisture. The preferred dry food is
more preferably presented as a small biscuit - like kibbles.

The table below details the amount of the com position according the present invention and the amount of the composition for the dogs to take according to the
present invention:

Table 2 Diet 1 Diet 2 Diet 3 Energy need (kcallkg"0,75)

3516 2500 5600 80 95 145 keal keal keal

%DM %DM %DM mg/400 mg/400 mg/400 keal keal keal

Curcuma 0,171 0,07 0,32 210175 102

(turmeric) extract

Curcuminoids 0,034 0,013 0,065 43 3522

Curcumin 0,026 0,01 0,05 33 27 15

Green tea extract 0,341 0,155 0,63 414 349 225

Green tea poly 0,085 0,035 0,16 106 87 51

Greentea EGCG 0.0320.010.06 393215

Collagen 1,706 0.7 3,2 2108 1747 1016 hydrolyzed

Glycine 1 158 0,53 2,15 1416 1 185 767

Proline 1 ,358 0,63 2,5 1651 1380 91 1

Hydroxyproline 0,177 0,08 0,33 217 1821 16

Total 2,693 1,2 53285 2757 1736 gly+pro+hydroxypro

The compasition in the first aspect of the invention may comprise curcumineid at an amount ranging from about 0.005 to 1.1 % by weight of curcuminoid on an "as
is" weight percent of the food. The amount of curcumineid can be any amount from 0.005 to 1.1 % (as is). The amount of curcumineid can be any amount from 0.1
o 1 % (asis). The amount of curcuminoid can be any amount from 0.1 to 0.6% (as is). The amount of curcumineid can be any amount from 0.3 to 0.6% (as is).

The compositicn in the first aspect of the invention may comprise curcumineid at an amount ranging from about 0.005 to 0.15% by weight of curcuminoid on an "as
is" weight percent of the food. The amount of curcuminoid can be any amount from 0.005 to 0.15% (asis) (7 to 99 mg/400 keal).

When the diet is dry the "as is" weight is the same as the "dry matter weight".

Preferably, the amount of curcumincid in the composition ranges from about 0.01 to 0.07% (as is) (14 to 46 mg/400 kcal). Most preferably, the amount of
curcumineid is 0.035% (as is) (36 mg/400 keal).

In some embodiments, the curcumineid in the compesition is curcumin at an amount ranging from about 0.005 te 0.15% by weight of curcumin on an "as is" weight
percent of the food. The amount of curcumin can be any amount from 0.005 to 0.15% (asis) (7 to 99 mg/400 keal). Preferably, the amount of curcumin ranges from
about 0.01 to 0.05% (as is) (14 to 32 mgf400 kcal). Most preferably, the amount of curcumin is 0.026% (as is) (27 mg/400 kecal).

The compositicn in the first aspect of the invention may comprise green tea pelyphenel in an amount ranging from about 0.01 to 1.1 % by weight of green tea
polyphencl on an “as is" weight percent of the food. The amount of green tea polyphenol can be any amount from 0.01 to 1 .1 % (as is). The amount of green tea
polyphencl can be any amount from 0.1 to 1 % (as is). The amount of green tea polyphenol can be any amount from 0.1 to 0.6% (as is). The amount of green tea
polyphencl can be any amount from 0.3 to 0.6% (as is).

The composition in the first aspect of the invention may comprise green tea polyphenol in an amount ranging from about 0.01 to 0.3 % by weight of green tea
polyphenel on an "as is" weight percent of the food. The amount of green tea pelyphencl can be any amount from 0.01 to 0.3 % (as is) (14 to 197 mg/400 keal).
Preferably, the amount of green tea polyphencl ranges from about 0.03 to 0.17% (asis) (43 to 1 13 mg/400 kcal). Most preferably, the amount of green tea
pelyphenol is 0.085% (as is) (87 mg/400 keal).

In some embodiments, the green tea pelyphencl is EGCG at an amount ranging from about 0.005 to 0.2% by weight of EGCG on an "as is" weight percent of the
food (7 to 131 mg/400 keal). The amount of EGCG can be any amount from 0.01 to 0.06% (as is) (14 to 39 mg/400 kcal). Most preferably, the amount of EGCG is
0.032% (as is) (33 mg/l400 keal).

The composition in the first aspect of the invention may comprise a combination of glycine, proline and hydroxyproline in an amount ranging from about 0.5 to 10%

by weight of combined glycine, proline and hydroxyproline on an "as is" weight percent of the food. The amount of combined glycine, proline and hydroxyproline can
be any amount from 0.5 to 10% (asis) (720 to 8591 mg/400 keal). Preferably. the amount of combined glycine. proline and hydroxyproline ranges frem about 1.2 to
5% (as is) (1736 to 3295 mg/400 keal). Most preferably, the amount of combined glycine, proline and hydrexyproline is 2.7% (as is) (2780 mg/400 keal).

In some embodiment, the combination of glycine, preline and hydroxyproline is hydrolyzed collagen in an amount ranging from about 0.5 to 5% by weight of
combined glycine, proline and hydroxyproline on an "as is"weight percent of the food. The amount of hydrelyzed collagen can be any amount from 0.5 to 5% (as is)
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(720 to 3295 mg/400 kcal). Preferably. the amount of hydrolyzed collagen ranges from about 0.7 to 3.2% (as is) (1016 to 2138 mg/400 kecal). Most preferably, the
amount of hydrolyzed collagen is 1.7% (as is) (1750 mg/400 keal).

in other embodiments, the com position may comprise curcumin in an amount of about 27 mg/400 kcal (35 mgf400 kcal of curcuminoids) with about 87 mg/400 kcal
of green tea polyphenol and with about 2757 mg/400 kecal of combined glycine, proline and hydroxyproline, wherein the combination of glycine, proline and
hydroxyproline is hydrolyzed collagen. Preferably, wherein the combination of glycine, proline and

hydroxyproline is hydrolyzed collagen and is present in the com position at an amount of about 1747mag/400keal.

In other embodiments. the com position may comprise curcumin in an amount of about 33 mg/400 kcal (43mg/400 kecal of curcumineids) with about 108 mg/400 kcal
of green tea polyphenol and with about 3295 mg/400 kecal of combined glycine, proline and hydroxyproline, wherein the combination of glycine, proline and
hydroxyproline is hydrolyzed collagen. Preferably. wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is hydrolyzed collagen and is present in the
composition at an amount of about 2108m g/400kcal.

In other embodiments, the com position may com prise curcumin in an amount of about 15 mg/400 kcal (22mg/400 kecal of curcumineids) with about 51 mg/400 kcal of
green tea polyphencl and with about 1736 mg/400 kcal of combined glycine, proline and hydroxyproline, wherein the combination of glycine, proline and
hydroxyproline is hydrolyzed collagen. Preferably. wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is hydrolyzed collagen and is present in the
composition at an amount of about 1016m g/400keal.

These values apply to a composition for feeding to a mammal, in particular a companion animal.
The second aspect of the invention relates to a method of preventing or treating ostecarthritis in mammals.

Osteoarthritis (OA) is a degenerative and inflammatory condition that affects the joints in mammals. It is also known as degenerative arthritis or degenerative joint
disease. Osteoarthritis is a group of abnormalities involving degradation of joints, including articular cartilage and sub-chondral bone.

Osteoarthritis is the consequence of an imbalance of catabolism and anabelism , wherein catabolism is increased; anabolism is decreased causing the inflammation
of chondrocytes. Chondrocytes are the only cells found in healthy cartilage. They produce and maintain the cartilaginous matrix, which consists mainly of collagen
and proteoglycans. The composition of the invention has demonstrated to provide, inter alia, a decrease in inflammation, a decrease in catabolism and an increase
in anabolism in in

vitro inflammation-induced chondrocytes and in in vitro healthy chondrocytes. Thus. the composition of the invention prevents and/or treats ostecarthritis in animals.

The present invention relates. for all aspects, to any mammal, including a human. In particular the present invention relates to a companion animal such as a deg. a
cat or an equine animal {e.g. a horse) or any cther such animal that suffers or is prone to suffer from ostecarthritis.

In particular, itis a desire in the area of pet foodstuff and com panion animal health to provide foodstuff including supplements suitable to support the health of the
companion animals. In particular, it is desire to provide diets suitable to promote or maintain the health of already healthy companion animals.

In particular, the second aspect of the invention provides a method for preventing and treating ostecarthritis in mamm als, including ameliorating the symptoms of
osteoarthritis, in particular companion animals. The method comprises administering to said animal a composition which comprises curcumin with green tea
polyphenol or with a combination of glycine, proline and hydroxyproline. The animal may be in need thereof. Since a significant number of dogs suffer from
osteoarthritis in their lifetime, all dogs can be considered as in need of prevention.

In particular embodiments, the method comprises administering to said animal a composition comprising curcumin, green tea polypheno! and a combination of
glycine, proline and hydroxypreline. Most preferably, the combination of glycine, proline and hydroxyproline is hydrolysed collagen.

Further, the method is preferably administered to an animal, in particular a companion animal, that suffers from osteoarthritis and is in need of ameliorating the
symptoms of osteoarthritis or in need of preventing further symptoms of ostecarthritis or in need of treatment of osteoarthritis. This may be to, for example a young
pet animal, such as a puppy, or an clder companion animal. Where the composition is a foodstuff, the foodstuff may be administered in a dietary regime in
accordance with the usual dietary regime of the companion animal. The foodstuff may comprise 100% of the diet of the companion animal or a lesser proportion,
depending on the level of prevention or treatment required. The foodstuff allows the composition to be administered with ease thus avoiding a need to supplement
the companion animal's food. In addition, the foodstuff can be administered by the animal's owner thus aveiding constant veterinary supervision. The foodstuff may
be available at any outlet selling pet food products or may be available from a veterinarian. The foodstuff may be as described above according to the first aspect of
the invention.

As used herein, the term "administration” also includes feeding or any other method of oral administration. Other means of administration may include tablets,
capsules, injection, suppositories or any cther suitable means.

Preferred features for the second aspect of the invention apply as for the first aspect mutatis mutandis.
The present description includes a method for preparing the composition of the first aspect of the invention.

The foodstuff can be made according to any method known in the art such as in Waltham Beook of Dog and Cat Mutrition, Ed. ATB Edney, Chapter by A. Rainbird,
entitled "A Balanced Diet" in pages 57 to 74 Pergamon Press Oxford.

For example, a process for the manufacture of a foodstuff as defined herein com prises mixing together ingredients with the compeosition comprising curcuminoid with
green tea polyphenocl or with a combination of glycine, proline and hydroxyproline and forming a foodstuff, in particular a pet foodstufi. Heating/cooking may be
applied to any one or more of the ingredients prior to, during or following the mixing.

The composition can be sprayed onto the foodstuff, mixed in with the foodstuff or incorporated into the foodstuff in a matrix. Methods of inclusion of the composition
are known in the art.

The importance of the present invention is the beneficial properties of curcuminoid with either green tea polyphencl or with a combination of glycine, proline and
hydroxyproline {optionally as hydrolyzed collagen). In particular, an effect which is more than the cumulative effect is seen.

A further benefit is seen with the triple combination of ingredients of: curcumincid, green tea polyphenol and glycine, proline and hydroxyproline (optionally as
hydrolyzed collagen).

The combination of the compounds of the composition of the present invention can provide a synergistic effect in terms of one or more of decreasing inflammation,
decreasing catabolism and increasing anabolism.

The invention will now be further described by way of reference to the following Examples, which are provided for the purpose of illustration only and are not to be
construed as being limiting on the invention.

Example 1 : Individual screening of compounds

Experiments were carried out to assess the effect of several compounds on primary culture of bovine chondrocytes, in which inlammatory and catabolic processes
are induced by interleukin-1 beta to mimic the effect of arthritic chondrocytes.

The table below details the biomarkers that were measured throughout the experiments to show the effect of the compounds of the three metabolic pathways on
chondrocytes.

Table 3: Biomarkers tested
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Biomarkers  produced by NO
chondrocytes PGEZ
Inflammation IL-6
Cox2
iNOS
Genes expressed by MMP3
chondrocytes Catabolism ADAMTS4
ADAMTES
GoLz
AGG

Ansbolism

Primary culture of bovine chondrocytes in monolayer

MNormal bovine articular cartilage was obtained from the metacarpal-phalangeal joint of 1 to 2 year old steers shortly after death. Full-depth articular cartilage was
excised and immersed in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (with phenol red and 4.5 g/L glucose) supplemented with N=(2-hydroxyethyl)piperazine-

N'~( 2-ethanesulfonic acid)

(HEPES) 10 mM, penicillin (100 W/ml) and streptomycin (0.1 ma/ml) (all from Lonza, Verviers, Belgium). After three washings, chondrocytes were released from
cartilage by sequential enzymatic digestions with 0.5 mg/m| hyalurcnidase type IV S {Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium) for 30 min at 37 “C, 1 mg/ml pronase E
(Merck, Leuven, Belgium) for 1 h at 37 °C and 0.5 mg/ml clostridial collagenase A (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium) for 16 to 20 h at 37 °C. The enzymatically
isolated cells were then filtered through a nylon mesh (70 unn), washed three times, counted and filled to the density of 0.25 x 106 cells/m| of DMEM {with phenol
red and 4.5 g/L glucose) supplemented with 10 % foetal bovine serum. 10 mM HEPES. 100 U/ml penicillin, 0.1 mg/m! streptom ycin, 2 mi glutamine (all from Lonza,
Verviers, Belgium) and 20 pg/ml proline (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium). Cells were seeded in a 6-well plate at 0.5 X 106 cells/well by adding 2 m| of the
previously described culture medium Avell and cultured in menolayer for 5§ days. Chondrocytes were then cultured in monolayer until confluence (for about 2 days) in
DMEM (phenol red-free and containing only 1 o/L glucose) (Lonza, Venviers, Belgium) supplemented with 1 % fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 100 U/ml
penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin, 2 mM glutamine and 20 pg/ml proline. Only primary cultures were used to ensure the stability of chondrocyte phenotype.

\When cells achieved confluence, the culture medium was removed and replaced by fresh culture medium (DMEM phenol red-free and containing only 1 o/L glucose
supplemented with 1 % fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin, 2 mM glutamine and 20 pug/ml proline) containing some
nutraceuticals (12.5 ug/ml of each of them) and in the absence or in the presence of recombinant porcine | L-1 § (10" M) (RD System, Abingdon, UK).

The anti-inflammatory power of the compounds (firstly individually and then in combination) was tested by measuring the chondrocyte viability and the production of
PGE2 and NO.

The compounds were added in the culture medium either before inflammation (prevention effect measurement), either simultaneously of the inflammation (treatment
effect measurement).

List of compounds screened:

1) Fish oil: 18%EPA+10%DHA (DSM)

2) EPA 99% (Sigma):

3) DHA. 99% (Sigma):

4) Aloe Vera (Naturex)

5) Nettle leaf extract {Maturesx)

6) Resvida: 8% Resveratrol (DSM)

7) Green tea extract: 25% polyphenols of which 12.5 % are catechines and 8% is EGCG: (Naturex)
8) Pine bark extract: Pycnogenol: 65-75% procyanidines (Biolandes)

8) Premix of vitamins including vitamin D3

10) GLM (AromaNZ)

11 ) collagen hydrolysate (Fortigel de Gelita [3,3kDa) : hydrolyzed pork collagen)
12) ASU (Sochim)

13) Curcuma powder : 85% curcuminoids (Naturex)

The results showed the 3 compounds to use were curcuma extract, hydrolysate collagen and green tea extract, which showed significant effects on different
parameters. After that, these 3 compounds were tested in response-dose.

Example 2: Dose responses

The methodology of example 1 was followed. Four different concentrations were tested to cover the range of concentrations corresponding to 10 M, depending on
the molecular weight: 0.5 pgml, 2.5 pg ml, 12.5 pg ml and 62.5 yg ml.

The results showed that the concentration which gave the best effects without giving toxic effects was 12*g/ml for each compound. This is why the concentration of
12*g/m| was used for testing compounds in combination with each other.

Example 3: Testing particular combinations of the compounds and the synergistic effects
The method of example 1 was followed.
Supplementation with compounds

\When cells achieved confluence, the culture medium was removed and replaced by fresh culture medium (DMEM phenol red-free and containing only 1 g/L glucose
supplemented with 1 % fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin, 2 mM glutamine and 20 ug ml proline) containing some
compounds (125 ug ml of each of

them) and in the absence or in the presence of recombinant porcine | L-1 B (10" M) (RD System, Abingdon, UK).

The three compounds were tested namely, curcuma extract (Naturex, Avignon, France), hydrolysate collagen (Gelita, Eberbach, Germany) and green tea extract
(Naturex, Avignon, France). Curcuma extract was prepared as a 12.5 mg/m| solution in tetrahydrofuran (Merck, Leuven, Belgium) and then further diluted 1000
times in cell culture medium. Hydrolysate collagen and green tea extract were dissolved in water at the concentration of 12.5 mgim|, filtered through a sterile mesh
(020

(12,5

hydrolysate collagen + 12.5 yg/ml green tea extract) in the absence or in the presence of recombinant porcine | L-1 § (10 " M). The effects of the compounds were
compared to controls: DMEM alone or DMEM + | L=1 B.
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Culture stop

Adfter 24 h in these conditions, conditioned culture medium of three wells of each condition was collected and stored at-20°C. The cells of these corresponding wells
were scrapped, an RNA extraction was made using RMeasy mini kit (Qiagen, Venlo, Metherlands), a reverse transcriptase polymerase chain reaction was realised
and then a quantitative real time polymerase chain reaction was realised, using the LightCycler 480 {Roche, Vilvoorde, Belgium) to analyse gene expression.

Adter 48 h in these conditions, conditioned culture medium of the remaining wells (3 of each condition) was collected (lactate dehydrogenase release assay) and
stored at -20°C until analysis (nitrite and prostaglandin E2 assays). Cells were scrapped and homogenized in 500 pl of Tris-HCI buffer by ultrasonic dissociation for
20 s at 4 °C, to measure DNA content.

Lactate dehydrogenase release assay

Cell viability was estimated by guantifying the release of lactate dehydrogenase (LDH) in the culture supernatant. A 100 ul sample of the supernatant or dilutions of
standard solution (LDH from rabbit muscle) was mixed with 50 pl of Tris buffer (10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 0.1 % bovine serum albumin) containing 800 mM lactate.
Then, 50 pl of colorimetric reagent. 1 .6 mg/ml iodonitrotetrazolium chleride {Sigma-Aldrich. Bomem, Belgium). 4 mg/m| nicotinamide adenine dinucleotide {(Roche
Diagnostics, Brussels, Belgium), and 0.4 mg/ml phenazine methosulfate (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium) were added, and the absorbance at 482 nm was read
after 10 min of incubation at room temperature.

DMNA assay

Chondrocytes were homogenized in 500 ul of Tris-HC| buffer by ultrasonic dissociation for 15 s at 4 °C. DNA content was measured in the cell extracts using the
flucrimetric method of Hoechst.

Nitrite assay

Nitric oxide (MO) production was determined by quantifying its derived product, nitrite, in the culture supernatant using a spectrophotometric method based upon the
Griess reaction. Briefly, 100 pl of the supernatant or sodium nitrite (NaN02) standard dilutions were mixed with 100 ul of Griess reagent (0.5 % sulphanilamide, 0.05
% naphty! ethylene diamine dihydrochleride, 2.5 % H3P04). The abseorption was measured at 540 nm. The production of NO was expressed per microgram of DNA.

PGEZ assay

Prostaglandin E2 (PGE2) production was measured in the culture supernatant using the DetectX PGE2 High Sensitivity Immunoassay kit (Arbor Assays, Michigan,
USA). Briefly, 100 pl of the supemnatant or PGE2 standard dilutions were pipetted into a clear microtiter plate coated with an antibody to capture mouse IgG. A
PGE2-peroxidase conjugate (25 ul) is added to the standards and supemnatants in the wells. The binding reaction is initiated by the addition of 25 pl of a menoclonal
antibody to PGE2. After an ovemnight incubation at 4°C, the plate is washed and 100 pl of substrate is added. The substrate reacts with the bound PGE2-peroxidase
conjugate. Atter a short incubation, the reaction is stopped and the intensity of the generated colour is detected at 450 nm wavelength. The production of PGE2 was
expressed per microgram of DMA.

Quantitative real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT PCR)

RNA from cells from 3 wells of each condition was isolated using RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands). Then, RNA was reverse transcribed. Quantitative
real time

Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed by using the SYBR Premix Ex Taq (Tli RMaseH Plus) (Westburg, Leusden, Netherlands). The PCR template
source was either first-strand cDNA or purified DNA standard. Primer sequences used to amplify the desired cDMNA were as follows: bovine HPRT forward and
reverse primers: 5-AGTTT GGAAATACCTGGCG-3' and 5-AGTCTTTAGGCTCGTAGTGC-3", bovine interleukin (IL)-6 forward and reverse primers: 5-
TGGTGATGACTTCTGCTTTCC-3' and 5- TGCCAGTGTCTCCTTGC-3'; bovine cyclooxygenase (COX)2 forward and reverse primers: 5-
GTCTGATGATGTATGCCACC-3' and 5-ACGTAGTCTTCAATCACAATCT-3", bovine induced nifric oxide synthase (iNOS) forward and reverse primers: 5=
GGCAAGCACCACATTGAGA-3' and 5- TGCGGCTGGATTTCGGA-3'"; bovine aggrecans (AGG) forward and reverse primers: 5-TGCCTTTGACGTGAGC-3' and 5-
GCATTGTTGTTGACAAACT-3'; bovine type Il collagen (COL2) forward and reverse primers: 5-CTGCGTCTACCCCAAC-3' and 5-GGGTGCAATGTCAATGAT-3"
bovine metalloproteinase (MMP)-3 forward and reverse primers: 5-TCTAT G AAG G AG AAG CTG AC AT AAT-3 'and 6 -TT CATG G G C AG C AAC AAG-3';
bovine A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs (ADAMTS) 4 forward and reverse primers: 5= CTTTCAATGTCCCACAGGC-3'and 5'-
CAGGAACGGAAGCGGGTA-3'; bovine ADAMTS 5 forward and reverse primers: 5~GACACCCTGGGAATGGCA-3' and 5- C AC AG AACTT GG AATC GT CA-3

Amplification was performed with a spectroflucrometric thermal cycler (LightCycler 480, Roche Diagnostics, Vilvoorde, Belgium). To standardize mRMA levels, we
amplified HPRT, a housekeeping gene, as an intemal control. Gene expression was normalized by calculating the ratio between the number of cDNA copies of IL-6,
COX2, iNOS, AGG, COL2, MMP-3, ADAMTS4, ADAMTSS, and that of HPRT.

Results were expressed as the mean percentage of increase compared to the control. Statistical significance was assessed using the i-test. Differences were
considered statistically significant at p < 0.05. Table below details the results provided when combining the compounds and the synergistic effects observed.
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The results of the combinations were better than the additive effect of each compound. An explanation is that because compounds act on different metabolic ways
which are related, when there is inflammation, catabolism increases and anabolism decreases. Thus, our non-limiting hypothesis is that curcumin inhibits
inflammation induced by IL-1 B (and also induced by collagen and green tea). Once the inflammation is inhibited, catabolism decreases and collagen and green tea
polyphenols can have their positive effect on anabolism. Given arthrosis is a vicious circle (infl tion induces catabolism which induces inflammation, etc), when
catabolism decreases {and anabolism increases), there is a decrease of inflammation and we recover a virtuous circle.

Moreover, in general, in healthy cells there is always a balance between catabolism and anabolism. Ve saw that the combinations could have positive effects on the

metabolism of healthy cells (with no induction of inflammation by | L= 1 ) . It is very interesting because, in case of arthrosis or before arthrosis, cells which are still
in good health can be protected by our combinations.
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CLAIMS

1. A composition comprising curcuminoid with green tea polyphenol and with a combination of glycine, proline and hydroxyproline for use in the prevention and/or
treatment of osteoarthritis.

2. A composition for use as claimed in claim 1, wherein the prevention and/or treatment is for a human or a pet companion such as a cat. a dog or a horse.

3. A composition for use as claimed in any one of claims 1 to 2, wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is hydreolyzed collagen.

4. A composition for use as claimed in any one of claims 1 to 3, wherein the curcuminoid is curcumin.

5. A composition for use as claimed in any one of claims 1 to 4. wherein the composition is in the form of a foodstuff.

6. A composition for use as claimed in any one of claims 1 to 5, wherein the curcuminoid is present at an amount of about 0.005% to 1 .1 % on a dry matter basis.

7. A composition for use as claimed in any of claims 1 to 6, wherein the green tea polyphenol is present at an amount of about 0.01 % to 1.1 % on a dry matter
basis.

8. A composition for use as claimed in any of claims 1 to 7, wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is present at an amount of about 0.5% to
10% on dry matter basis.

8. A composition for use as claimed in any one of claims 1 to 8, wherein the curcuminoid is curcumin and is present at an amount of about 0.005% to 0.15% on a dry
matter basis.

10. A method of preventing or treating osteoarthritis in a mammal, comprising the step of administering to said mammal a composition com prising curcuminoid with
green tea polyphenol and with a combination of glycine, proline and hydroxyproline.

1 1. The method of any one of claim 10, wherein the mammal is a human or pet companion such as a cat, a dog or a horse.

12. The method of any one of claims 10to 1 1 , wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is hydrolyzed collagen.

13. The method of any one of claims 10 to 12, wherein curcuminoid is curcumin.

14. The methed of any one of claims 10 to 13, wherein the composition is in the form of a foodstuff.

15. The method of any one of claims 10 to 14, wherein the curcuminoid is present at an amount of about 0.006% to 1.1 % on a dry matter basis.

16. The method of any one of claims 10 to 15, wherein the green tea polyphenol is present at an amount of about 0.01 to 1.1 % on a dry matter basis.

17. The method of any one of claims 10 to 16, wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is present at an amount of about 0.5 to 10% on a dry
matter basis.

18. The methed of any one of claims 10 to 17, wherein the curcumineid is curcumin and is present at an amount of 0.005% to 0.15% on a dry matter basis.
19. A composition comprising curcuminoid, green tea polyphenol and a combination of glycine, proline and hydroxyproline.

20. A composition as claimed in claim 19, wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is hydrolysed collagen.

21 . A composition as claimed in claim 19 or claim 20, wherein the curcuminoid is curcumin.

22. A composition as claimed in any one If claims 19 to 21 , wherein the composition is in the form of a foodstuff.

23. A composition as claimed in any one of claims 19 to 22, wherein the curcuminoid is present at an amount of about 0.005% to 1.1 % on a dry matter basis.

24._ A composition as claimed in any one of claims 19 to 23, wherein the green tea polyphenol is present at an amount of about 0.01 % to 1.1 % on a dry matter
basis.

25. A composition as claimed in any cne of claims 19 to 24, wherein the combination of glycine, proline and hydroxyproline is present at an amount of about 0.5% to
10% on dry matter basis.

26. A composition as claimed in any one of claims 19 to 25, wherein the curcuminoid is curcumin and is present at an amount of about 0.005% to 0.15% on a dry
matter basis.

27. A process for the preparation of a composition as claimed in any one of claims 19 to 26 comprising mixing together the ingredients and optionally presenting the
mixture in a form suitable for composition and administration.

28. A process as claimed in claim 27, wherein the compeosition is added to the mixture in the form of a spray, coating or in a starch pocket matrix.

29. A composition as claimed in any one of claims 18 to 26, for use in medicine.



