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Résumé

Lors du vieillissement naturel, les cellules souches adultes connaissent une réduction de
leur capacité de régénération et sont plus vulnérables aux agressions oxydantes, ce qui
affaiblit I'aptitude d’auto guérison du corps. Nous présenterons ici le fait que la formule
naturelle du produit, de marque déposée, NT020, dont on constatait auparavant la capacité
de déclencher la multiplication de cellules souches humaines hematopoietiques, réduit
d’autre part, le stress oxydant induit par ’apoptose des cellules neurales murines et des
cellules microgliales in vitro. Par ailleurs, lorsque le produit a été administré oralement
pendant 2 semaines, les cultures de cellules souches provenant de la médulle osseuse de
ces souris ont présenté une réduction du stress oxydant induit par I’apoptose, en réponse a
cette dose. Cette étude clinique préliminaire démontre que le NT020 peut agir pour
favoriser la guérison avec l’interaction des populations de cellules souches et
constitue donc la base pour la réalisation d’un test clinique afin de déterminer si le
NTO020 présente des effets similaires pour le maintient de la santé chez les humains,
lorsque utilisé comme un supplément diététique.



INTRODUCTION

Une cellule souche est un type de cellule particulier qui a une capacité unique de se
renouveler et d’engendrer la formation de cellules spécialisées. Ces cellules se trouvent
dans plusieurs organes d'un individu adulte, y compris dans la moelle osseuse, le sang
périphérique, le sang du cordon ombilical, l1a rate, la pulpe dentaire, le tissu adipeux, et le
cerveau. Les recherches sur les cellules souches sont un sujet dactualité pour les médias et pour la
science'. Alors que les thérapies portant sur les cellules souches sont apparues avec la
promesse d’offrir d’importants nouveaux traitements pour une large variété de maladies,
deux obstacles majeurs s’opposent a leurs succes. Premierement, les thérapies avec des
cellules souches continuent d’étre percues comme discutables, a cause du probleme des
cellules souches embryonnaires dérivées de feetus. Deuxiemement, ces thérapies peuvent
prendre des années pour acquérir leur place dans le marché médical a cause des longues et
cotiteuses exigences de régulation.

Heureusement, des évidences de plus en plus nombreuses suggerent qu’il y a des quantités
de cellules souches produites continuellement par le corps humain au cours de sa vie. Ces
cellules souches se trouvent dans différents tissus et peuvent se transformer ou se
« différencier » en pratiquement tous types de cellule du corps. Les cellules souches
internes ou endogenes sont essentielles au corps pour son processus de réparation des tissus
dégénératifs, ou le remplacement de populations de cellules, comme celles qui ont été
détruites par des lésions, des maladies, des troubles ou des traitements comme la
chimiothérapie. Il est indispensable que les cellules souches soient saines pour la
régénération naturelle du corps et les mécanismes de réparations.

Durant le vieillissement naturel, il a été démontré que les cellules souches adultes ont une
capacité réduite de régénération?, et deviennent plus vulnérables aux agressions oxydantes?,
ce qui résulte en une diminution de la capacité du corps de se guérir par lui-méme.

Par exemple, les cellules souches neurales, les cellules satellites des muscles et les
progéniteurs endothéliaux présentent tous une prolifération réduite chez les plus agés et ce
qui peut jouer un role dans la pathologie des maladies associées au vieillissement*®.
Dans le cas maladies cardio-vasculaires, notamment, il existe une corrélation entre la
réduction des cellules progénitrices endothéliales du sang périphérique et 1’apparition
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de plusieurs facteurs de risque pour ces maladies. Les cellules souches

neurales, elles aussi, connaissent un déclin avec I"avancement de 1'age et certains estiment
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que des baisses de 1'activité de neurogeneése due a 1'age sont liées au déclin cognitif.”!!
Cependant, un nombre sans cesse croissant de travaux nous indiquent que certains
aliments, vitamines et flavonoides peuvent avoir un role important dans la prolifération
et le maintien d'un nombre constant de cellules souches nécessaires a un auto
renouvellement équilibré des cellules mires du sang, du cerveau et autres tissus.!*?
Ainsi, il s"avere possible d'utiliser certains produits naturels, soit seuls ou de
fagon synergique, pour les soins avec des conditions pour lesquelles le remplacement des
cellules souches semble étre justifié.

Nous avons récemment examiné la capacité de plusieurs composés naturels a stimuler
la prolifération de cellules souches humaines dérivées de la moelle osseuse (CD34) et des
cellules progénitrices du sang périphérique (CD133 ) in wvitro. Plus spécifiquement, nous
avons démontré pour la premiere fois qu'un mélange, de marque déposé, contenant de
l'extrait de myrtille, de 1'extrait de thé vert, de la carnosine, et de la vitamine D3, dont on
peut identifier comme la formule du supplément diététique, NTO020,
présente une activité synergique qui favorise la prolifération de cellules
souches et hématopoiétiques humaines en cultures 2

Parce que des études récentes ont indiqué que le stress oxydant limite la capacité des
cellules souches a se renouveler d’elles méme, on a examiné si le NT020 réduirait les effets du
stress oxydant sur la survie de cellules murine in vitro et in vivo.

PROCEDURES EXPERIMENTALES

Etudes in vitro

Réactifs. Tous les composés ont été ajoutés aux cultures de cellules, comme cela est
décrit dans la section des résultats. Les sources pour les ingrédients du NT020 ont été les
suivantes : des myrtilles (de la poudre seche, congelée, provenant de Van Drunen Farmes,
Momence, IL), de I'extrait de thé vert (Rexall Sundown, Boca Raton, FL), de la carnosine
(Sigma, St. Louis, MO), et la forme active de la vitamine Ds (25-hydroxy-cholecalciferol,
Sigma).

Cultures de cellules et essai de déshydrogénase de lactate.

Pour 1'étude de la prévention de la mort cellulaire, des cellules murines primaires
microgliales et neuronales ont été préparées a partir de cortex cérébral
isolés de souris nouveaux nées (1-2jours) BALB/c ¥ ou a partir d’embryon de
souris, entre 15 et 17 jours in utero®® (n  8). Ces cellules ont été cultivées dans 96 plaques
microtitre (5 10%/entrées) contenant 200 L indispensables de solvant a 5% de sérum de
feetus bovin (FBS), 2mM de glutamine, 100 U/ML de pénicilline, 0,1 g/mL de streptomycine
et 0,05 mm 2-ME). Ces cellules ont été incubées pendant 24 heures en présence de plusieurs
extraits avec un éventail assez large de doses (8 ng/mL a 500 ng/mL) ou de quantités
moléculaires (0.3125 M a 20 M).

Apres une période de six heures d’incubation, de I’ H,O, (15 M) est ajouté dans
toutes les plaques a 1’exception de celles des contrdles appropriés et les plaques sont remises
dans l'incubateur pour la période restante d’incubation. Le tampon de destruction cellulaire du
kit de déshydrogénase de lactate (LDH) (Promega, Madison, WI) est ajouté dans les plaques



appropriées, 45 minutes avant la recollection du supernageant, pour mesurer la libération
totale de LDH (le total de mort cellulaire). Apres la période totale de 24 heures d’incubation,
les supernageants sont collectés et analysés en utilisant le kit LDH, dans le strict respect des
instructions du fabricant.

Etude In vivo

Traitement oral de NT020 chez les souris. Toutes les techniques et démarches
expérimentales ont été approuvées par le Comité d’'Utilisation et I'Institut de
Protection des Animaux.

Des souris BALB/c, agées de trois mois, ont été achetées aupres de Jackson Labs (Bar
Harbor, ME) pour 'utilisation dans toutes les expériences in vivo. Tous les animaux ont été
gardés dans les conditions normales (20 °C, humidité relative de 50%, etuncycle de 12 heures
d’obscurité) et avec un régime alimentaire normal ad libitum. Pour tester d"avantage les effets
du NTO020 in vivo, les souris ont été traitées avec deux doses différentes de NT020. La
“petite” dose de la formule, 13,5 mg/kg par jour, se basait sur la dose quotidienne
prévue pour un humain, déduite de notre étude initiale in vitro.2° Du fait que les souris ont un
taux métabolique considérablement plus élevé que les humains, nous avons décidé d utiliser
une dose 10 fois plus élevée pour la dose “forte” dans cette étude in vivo. Ainsi, les
souris ont requ 13.5mg/kg par jour (petite dose, n 5) ou 135.0 mg/kg par jour (grande
dose, n 5) NT020, oudel’eau (n 5) pendant 14 jours par gavage oral. Au15™ jour,la moelle
osseuse a été isolée et cultivée (ignorant la condition du traitement) comme décrit ci-dessous
et confronté a des doses variées de HO, (15 M a 500 M).

Isolation des cellules et collecte de tissu.

Les animaux ont été anesthésiés avec du Nembutal (500 /), et des cellules de la
moelle osseuse ont été collectées dans le solvant modifié Dulbecco d’Iscoye (IMDM)
complété avec du FBS 3%. La moelle osseuse a été obtenue en ringant délicatement le fémur
avec du IMDM. La moelle a alors été mécaniquement dissociée, les cellules contées, et
mises dans 24 plaques microtitre (5 10%/ entrées).

Analyse Statistique

Toutes les données ont été normalement distribuées; ainsi, dans les exemples de
simples comparaisons moyennes, le test de Levene pour 1'égalité des variations suivi du test ¢
pour des échantillons indépendants a été utilisé pour évaluer la signification. Dans les cas
de comparaisons multiples moyennes, l'analyse de la variation (ANOVA) a été
utilisée, suivie d"'une comparaison post hoc d’apres la méthode Bonferonni’s. Les niveaux ont
été fixés a 0.05 pour toutes les analyses. L’ensemble de mesures statistiques de la
publication de sciences sociales 10.0.5 (SPSS Inc., Chicago, IL) a été utilisé pour
I’analyse des données.



Mean LDH release (%) £ SD

RESULTATS

Les produits naturels réduisent | action oxydante dans les cultures primaires de cellules
murine in vitro.

La myrtille (BB), le thé vert (GT), la carnosine (Ca), la vitamine Dj; (D3), et leur
combinaison (NT020) ont présenté un effet de réduction de 1’action oxydante sur les
cellules murine en cultures (Fig. 1). La viabilité de la cellule a été déterminée par
I"analyse de LDH et présentée comme le pourcentage moyen de mort cellulaire pour chaque
groupe de traitement, sur I'écart type standard du total des cellules mortes (SD ; destruction
cellulaire, maximum de LHD libéré). Les contrdles représentent les cellules cultivées sous
les mémes conditions (H,O, insufflé) sans aucun extrait ou composé ajouté. Les
résultats ont montré une baisse significative de libération de LDH pour les extraits naturels
de myrtille (BB) et de thé vert (GT), mais pas pour les composés de Carnosine (Ca) ou de
vitamine D, lorsque utilisés en traitements individuels (* ce qui démontre de
I'importance). Quand ces extraits et composés sont utilisés en combinaison nous avons

observé un effet synergique ayant comme résultat une diminution encore plus importante
de LDH libéré.

Les effets d ‘un traitement oral de NT020 a dose faible et forte sur [ action oxydante chez les souris.

De la moelle osseuse isolée de souris BALB/c gavées avec une dose faible ou forte de NT020 a
montrée une réduction de l'action oxydante du H,O, administré en culture (Fig. 2).
Les résultats de cette étude in vivo ont montré qu’il y a un baisse de libération de LDH, liée a
I’adsorption de la dose, pour chaque groupe de traitement, et que cette baisse correspond aux
concentrations décroissantes de H,0O, administrée. La viabilité de la cellule est indiquée
comme le pourcentage moyen de mort cellulaire pour chaque concentration de HO,
administrée par groupe de gavage, sur le total de mort cellulaire SD (destruction
cellulaire, maximum de LDH libéré). Le traitement a faible dose a présenté une baisse
significative de libération de LDH, pour plusieurs concentrations de HoO, administrées, en
comparaison avec les contrdles.

En outre, I'administration d’"H,O, pour des cellules du groupe a dose forte a eu pour
résultat une libération plus importante de LDH, ce qui montre I'importance dans les groupes
de controles autant que ceux a faible dose.
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FIG. 1. Pour investiguer NutraStem™ et les ingrédients qui le composent dans un modele de stress oxydant in
vitro, nous avons décidé d’utiliser un modele de peroxyde d’hydrogene (H,O,), un modele de cellules murines
primaires microgliales (A) et de cellules murines primaires neurales (B). Les cellules ont été cultivées en 96
plaques microtitre (5 10*/entrées) utilisant un solvant intégral (contenu minimum essentiel de solvant 5%
FBS, 2 mM de glutamine, 100 U/ML de pénicilline, 0.1 g/mL de streptomycine, et 0.05 mm

2-ME). Les cellules ont alors été traitées soit avec des extraits naturels (BB et GT) ou soit avec des composés
naturels(Ca et Vitamine D3), et leur combinaison (NutraStem™). Apres 6 heures de H,O, a été ajouté et laissé a
incubation pendant le reste des 24heures. Apres le traitement les supernageants ont été collectés et
analyses pour libération de LDH comme c’est décrit dans le matériel et les méthodes. Les données
ont été représentées comme le pourcentage de mort cellulaire (libération de LDH) sur le total de
mort cellulaire (max. Libération de LDH). Pour A et B, analyse de la variation ANOVA suivie de
comparaisons post-hoc (corrigées par la méthode Bonforroni) a revelé des différences significatives entre BB ou
GT et le controle (*P  0.01) comme indiqué. De plus, cette analyse a également révélé une différence
d’autant plus significative entre NT020 et le contréle (*P 0.005).
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FIG. 2. Dans un autre test sur les effets du NutraStem™ in vivo, les souris ont recu 13.5 mg/kg/jour
(dose faible) ou 135.0 mg/kg/jour (dose forte) NutraStem™, ou de l'eau (n 5/groupe) pendant 14
jours par gavage oral. Dans le 15éme jour la moelle osseuse a été isolée et cultivée
comme décrit ci-dessus et traitée avec des doses variées de H202. Comme nous pouvons
observer dans laFigure 2, le traitement Nutra Stem™ a atténué significativement la mort cellulaire par
stress oxydant. Les données ont été représentées comme le pourcentage de mort cellulaire (libération de
LDH) surun total de mort cellulaire (max. LDH libéré), pour chaque dosed’ H2O2 administrée. Une ANOVA
suivie d une comparaison post hoc (correction de Bonforroni) a révélé des différences significatives entre
la dose faible et la dose forte versus le controle avec 1"'H202 pour une comparaison de chaque

concentration (P 0.05).



CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons démontré pour la premiere fois que la formule, de marque
déposée, du produit naturel, NT020, congue pour favoriser la prolifération de cellules souches
humaines, a également un effet sur la réduction du stress oxydant, un phénomene
physiologique reconnu, associé au vieillissement, et qui réduit la capacité des cellules couches
a se régénérer d’elles méme.

Un aspect important de cette étude est le fait que le NT020 non seulement réduit 1’action
oxydante in vitro, mais favorise aussi la viabilité des cellules de la moelle osseuse
(ce qui dépend de la dose) et augmente la résistance de ces cellules aux agressions
oxydantes in vivo , lorsque administré oralement aux souris pendant 2 semaines. Ces
découvertes suggerent que le NT020 devrait avoir la capacité d’accroitre la viabilité des
populations de cellules souches et de réduire 1'action du stress oxydant chez les humains,
lorsque pris oralement comme supplément diététique. Lors de tests individuels, les composés
qui constituent le NT020 ont efficacement diminué le taux de mort cellulaire dans les
cultures neuronales et microgliales in vitro.

De plus, lorsqu’ils sont examinés ensemble les effets additifs et synergiques ont montré une
réduction encore plus importante (50%) de mort cellulaire par oxydation. Cet effet a
également été observé dans le cas d’administration d'une dose faible ou
forte de NTO020 in vivo. Les résultats ont démontré une importante diminution de mort
cellulaire pour la dose forte ( 50%) pour plusieurs concentrations d"H20p, tandis que la dose

faible a aussi eu comme résultat une baisse significative de mort cellulaire (25%) en dessous
des contrdles. Ces traitements ont mis en évidence une protection significative, pour différents
types de cellules, contre le stress oxydant et la mort cellulaire résultante de cette
exposition au HyO,. Un point intéressant de ce résultat est le fait que le NT020 accroit la
résistance de ces cellules de la moelle osseuse aux agressions oxydantes méme apres
la disparition du NT020, puisqu'iln’a pas été rajouté aux cultures apres le prélevement des cellules
sur les souris. Ceci suggere que le NT020 produit des changements au niveau cellulaire qui
augmenteraient la viabilité de ces cellules et les rendraient plus résistantes aux agressions
oxydantes. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour déterminer le mécanisme de cet
effet. De plus, des études supplémentaires sur les capacités de récupération de I’oxygene réactif
du NTO020 chez les animaux d'un age plus avancés peut apporter plus de réponses
sur sa capacité de limitation des dommages oxydants, qui augmente avec 1’age. Plus de
recherches pour le perfectionnement du dosage peuvent également étre poursuivies, en
analysant le temps que la protection contre l'agression oxydante reste active apres le
traitement avec le NT020.

Alors que des millions de dollars sont actuellement dépensés pour étudier les fonctions des
cellules souches, trés peu de recherche est dédiée a la détermination de quels types de
nutriments naturels provenant de nourriture et de plantes, peuvent étre utilisés pour une
optimisation de la production ou du maintien de la santé cellulaire de populations de
cellules souches endogenes. Clairement, la recherche dans ce domaine présente un énorme
potentiel pour le développement de formules nutritionnelles siires et efficaces offrant des
possibilités thérapeutiques uniques et inexploitées.

D’ailleurs, étant donné que les ingrédients proviennent de la nature, ils sont souvent plus
stirs que les produits pharmaceutiques ou les thérapies cellulaires invasives et cotiteuses. Par



conséquent, tres souvent ils exigent moins d’analyses toxicologiques préliminaires et peuvent
étre cliniquement testés tres rapidement. Nous espérons que le NT020 servira comme une
confirmation du principe de cette nouvelle approche sur la santé, d’avantage
thérapeutique et préventif.

En conclusion, nous avons démontré que le NT020, dont nous avons au préalable découvert
qu’il favorisait la prolifération de cellules souches humaines hematopoietiques in vitro,
réduisait aussi le stress oxydant induisant ’apoptose des neurones murins et
microglials en culture. Par ailleurs, lorsque administré oralement pendant deux
semaines, les cellules souches cultivées de la moelle osseuse de ces souris ont présenté
une réduction du stress oxydant induisant 1’apoptose, proportionnellement a la dose.
Ces conclusions constituent une base a partir de laquelle un test clinique pourra étre conduit,
pour déterminer si le NT020 produit des effets bénéfiques similaires pour la santé humaine.
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