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RÉSUlVIÉ 

Les os, qui sont à la fois résistants et légers, assurent des fonctions mécaniques, 
structurales et métaboliques. Afin d'assurer ces fonctions, les os sont soumis à un 
remodelage continuel qui implique la destruction (résorption), puis la formation d'un 
nouveau tissu osseux calcifié. Ce processus se produit par l'intermédiaire de cellules 
spécialisées : les ostéoclastes assurant la résorption osseuse et les ostéoblastes 
responsables de la formation de nouveau tissu osseux. Ainsi, un déséquilibre entre 
ces deux processus mène, dans bien des cas, à l'ostéoporose qui est une pathologie 
caractérisée par une faible densité minérale des os et également par une baisse de la 
masse osseuse. Récemment, différentes études ont permis de démontrer que les 
lipoprotéines sont impliquées dans le maintien de l'intégrité osseuse. En effet, il a été 
démontré que les chylomicrons permettent de réguler la formation osseuse en 
assurant l'acheminement de la vitamine K aux ostéoblastes. Le transfert de cette 
vitamine se fait par un processus de captation globale qui consiste en la prise de la 
lipoprotéine en son entier, contrairement à la captation sélective où seulement les 
esters de cholestérol (EC) de la lipoprotéine sont transférés à la cellule. Ce processus 
de prise sélective est surtout attribué au récepteur scavenger de classe B (SR-B). 
Cette famille inclut les récepteurs scavenger de classe B et de type l et II (SR-BI et 
SR-BU) ainsi que le cluster of differenciation-36 (CD36). Ces récepteurs ont la 
capacité de prendre de façon sélective les EC contenus dans les lipoprotéines de 
faible et de haute densité (respectivement les LDL et HDL). Cependant, l'expression 
de ces récepteurs et le rôle des LDL et HDL dans les fonctions ostéoblastiques 
demeurent à ce jour inexplorés, malgré le fait que ce sont deux classes de 
lipoprotéines abondantes chez l'humain et qui sont en plus reconnues pour transporter 
de l'œstrogène, une hormone impliquée dans l'activité de formation osseuse des 
ostéoblastes. 

Ainsi, ce projet de doctorat visait d'une part à déterminer si les LDL et les HDL ont 
la capacité d'acheminer du cholestérol et de l'oestrogène aux cellules ostéoblastiques 
et par conséquent, de déterminer également l'identité des récepteurs de lipoprotéines 
impliqués dans ce métabolisme. Pour ce faire, les lipoprotéines ont été marquées au 
niveau de leur partie protéique et lipidique et des essais d'association, de dégradation 
et de compétition ont été réalisés. Les résultats obtenus montrent que les ostéoblastes 
captent le cholestérol contenu dans les LDL et les HDL. De plus, nous avons 
démontré que cette prise du cholestérol peut se faire autant par captation globale que 
par captation sélective. En accord avec la présence de ce dernier mécanisme, nous 
avons démontré que les cellules ostéoblastiques expriment les récepteurs reconnus 
pour faire de la captation sélective, soit le SR-BI, le SR-BII et le CD36, et que ces 
derniers sont impliqués dans la captation sélective faite à partir des LDL et des HDL. 
Nous avons également démontré, par l'incorporation d'estradiol marquée radio
activement dans les LDL et les HDL, que ces lipoprotéines peuvent transférer de 
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manière sélective l'oestrogène qu'elles contiennent par un processus impliquant aussi 
les SR-B. 

Il a aussi été démontré que les lipoprotéines sont impliquées dans le développement 
de l'ostéoporose, puisqu'une corrélation positive entre l'ostéoporose et 
l'athérosclérose a été démontrée par des études épidémiologiques et génétiques ainsi 
que par des études faites chez la souris. Étant donné que la progression des maladies 
cardiovasculaires est directement reliée au niveau des LDL en circulation, et que ces 
lipoprotéines deviennent pro-athérogéniques suite à une modification oxydative, les 
LDL oxydées (LDLOx) ainsi générées constituent un facteur qui pourrait être 
responsable du développement parallèle de l'athérosclérose et de l'ostéoporose. 
D'ailleurs, il a été démontré que la différenciation ostéoblastique est inhibée lorsque 
les ostéoblastes sont exposés à des LDLOx. Ainsi, le présent projet visait également 
à caractériser l'impact du métabolisme ostéoblastique des LDLOx sur la viabilité des 
ostéoblastes. Les résultats obtenus suite à des essais de transformation 
mitochondriale du jaune de tétrazolium (MTT) et des expériences d'incorporation de 
thymidine indiquent que les LDLOx induisent la prolifération des cellules 
ostéoblastiques lorsqu'elles sont présentes à de faibles concentrations. Cependant, à 
de fortes concentrations, les LDLOx induisent plutôt l'apoptose des ostéoblastes, 
puisqu'il y a une externalisation de la phosphatidylsérine et de la fragmentation 
d'ADN. De plus, nous avons montré que cet effet apoptotique provient d'une 
incapacité des ostéoblastes à effectuer le métabolisme des LDLOx. En effet, les 
LDLOx sont faiblement dégradées par les ostéoblastes, ce qui entraîne une 
accumulation Iysosomale telle que démontrée par la perte d'intégrité de la membrane 
des lysosomes. Cette perrnéabilisation lysosomale est responsable de l'induction de 
l'apoptose, puisque la présence de chloroquine (agent inhibant l'activité lysosomale) 
accentue la mort des ostéoblastes. 

De plus, puisque certaines études ont démontré l'existence d'une corrélation positive 
entre les niveaux de HDL en circulation et la densité osseuse, nous avons tenté 
d'établir si cet effet pouvait provenir d'une inhibition des effets toxiques des LDLOx, 
telle que rapportée au niveau cardio-vasculaire. Les résultats obtenus montrent que 
les HDL inhibent l'apoptose induite par les LDLOx. Cet effet protecteur est dû à la 
capacité des HDL d'empêcher l'association des LDLOx aux ostéoblastes. De plus, 
nous avons montré que les HDL ont la capacité de moduler le métabolisme des 
LDLOx et ainsi d'empêcher la mort induite pas les LDLOx. En effet, l'exposition 
des ostéoblastes à des HDL résulte en une hausse de l'expression du SR-BI. Ce 
changement dans l'expression de ce récepteur entraîne une diminution de 
l'association protéique des LDLOx et aussi une hausse de la captation sélective faite 
à partir de ces lipoprotéines modifiées. Ces effets résultent en une préservation de 
l'intégrité Iysosomale qui est perdue en présence de LDLOx. Ainsi, ces données 
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suggèrent l'importance de maintenir des niveaux de HDL élevés afin de prévenir la 
mort des ostéoblastes exposés à des conditions athérogéniques. 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1. Le tissu osseux et les os : 

Les os ont évolués pendant plusieurs centaines de millions d'années pour devenir un 

tissu remarquable rendant ainsi les vertébrés distincts des autres animaux. Ce tissu à 

la fois résistant et léger est composé en majeure partie de cristaux d'hydroxyapatite 

qui est un sel insoluble fait de calcium et de phosphore et qui représente environ 65% 

de la masse des os adultes. Il est également à noter que les os renferment aussi de 

petites quantités de magnésium, de sodium et de bicarbonate. En plus de ces sels 

inorganiques, le tissu osseux renferme également une matrice organique 

primairement composée de protéines collagéneuses qui assurent la flexibilité aux os 

et qui représente 10% de la masse de l'os adulte. Enfin, les os contiennent aussi 

approximativement 25% d'eau (Tortora et al. 1993). L'organisation de ces différents 

composants permet aux systèmes osseux d'assurer de nombreuses fonctions 

fondamentales. Le tissu osseux fournit ainsi une structure qui apporte un soutien à 

différents tissus mous tels que le cœur et les poumons, et qui préserve de nombreux 

organes internes contre les blessures. Ainsi, la boîte crânienne protège l'encéphale et 

les os du bassin renferment les organes reproducteurs internes. De plus, les os 

constituent des sites auxquels se rattachent les muscles pour assurer les mouvements 

des différents membres de l'organisme. En plus de ces fonctions mécaniques, l'os 

constitue un réservoir pour les différents minéraux de l'individu. Ainsi, les os 

emmagasinent 99% du calcium et 85% du phosphore présents dans l'organisme. 

Cette fonction de réservoir du calcium est très importante puisque le bon 

fonctionnement des muscles et des nerfs est dépendant de la présence de niveaux 

appropriés de calcium en circulation. Ainsi, en cas de besoin, le calcium peut être 

libéré du tissu osseux afin de maintenir un équilibre normal en minéraux et également 
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distribuer ces derniers dans d'autres parties du corps. Enfin, les os ont aussi comme 

fonction d'incorporer différents minéraux dangereux pouvant nuire à l'organisme 

(Tortorai et al. 1993). 

2.Le remodelage osseux: 

Bien que les os soient souvent considérés comme étant un matériel inerte, il est 

maintenant clairement établi que l'os est un organe très dynamique qui est 

continuellement remodelé. Ce processus de remodelage osseux implique dans un 

premier temps la destruction de la matrice osseuse (résorption), puis la formation 

subséquente d'une nouvelle matrice (Rodan et Martin, 2000) (Figure 1.1). Ce 

processus se produit par l'intermédiaire de cellules spécialisées: les ostéoclastes et 

les ostéoblastes. Les ostéoclastes sont des cellules que l'on retrouve à la surface de 

l'os et qui assurent la résorption osseuse. À l'opposé, les ostéoblastes constituent des 

cellules qui permettent la formation osseuse en venant remplacer la matrice détruite 

par les ostéoclastes (Jurdic et al. 1999). Le remodelage de l'os est donc dépendant 

d'une bonne coordination entre ces deux types de cellules et est essentiel pour la 

croissance du squelette, le maintien de la structure de l'os et également pour les 

différentes fonctions métaboliques accomplies par les os, telles que la régulation de la 

calcémie. Ainsi, un déséquilibre dans ce processus de remodelage peut résulter en de 

graves perturbations de la structure et de la fonction du squelette. Ceci pouvant alors 

entraîner une hausse de la morbidité et par le fait même une diminution de 

l'espérance de vie. Ainsi, il devient donc impératif de bien comprendre les 

mécanismes qui régulent l'activité des ostéoclastes et des ostéoblastes. 

2.l.Les ostéoclastes : 

Les ostéoclastes, découverts en 1873 (Kf1liker et al. 1873), constituent le seul type 

cellulaire capable de résorber les os. Ces cellules spécialisées sont issues de 
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Ostéoclaste 

"~ <!) C!)tê".- Pré-Ostéoclastes 
.-- ••-- C!)\.j' 

Ostéoblastes ! ..
\ 

os 

Figure 1.1 : Le remodelage osseux. Le phénomène du remodelage de l'os implique 

dans un premier temps la stimulation, par différents facteurs, des pré-ostéocIastes qui 

sous l'influence de ces stimuli fusionnent. Ensuite, ces ostéoclastes migrent et 

adhèrent à la surface de l'os qu'il résorbe par la sécrétion d'acide chloridrique (Hel) 

et de différentes enzymes. Suite à cette résorption osseuse, les ostéoblastes vont à 

cette zone de résorption et y sécrètent différentes protéines collagéneuses et non

collagéneuses à travers desquelles des cristaux minéraux se formeront pour entamer 

la minéralisation et ainsi la formation d'un nouvel os. 
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précurseurs hématopoïétiques, tel que démontré par la réduction du nombre 

d'ostéoclastes lorsque le processus d'hématopoïèse est inhibé (Tondravi et al. 1997 ; 

Yoshida et al. 1990). Ces précurseurs des ostéoclastes sont également à l'origine des 

monocytes/macrophages. En fait, par leur profil immunohistochimique, les 

ostéoclastes peuvent être considérés comme étant un type de macrophage spécialisé. 

De plus, il est à noter que le processus de résorption osseuse utilise certains éléments 

de la machinerie cellulaire typique aux macrophages telle que la phagocytose 

(Calvani et al. 2004 ; Yamane et al. 1997). Ainsi, afin d'assurer la formation 

d'ostéoclastes à partir de ces précurseurs hématopoïétiques, différents facteurs de 

différenciation spécifiques au développement des ostéoclastes sont requis. L'un de 

ceux-ci est le facteur nommé macrophage colony stimulating factor (M-CSF) qui 

augmente la prolifération des précurseurs et la survie des ostéoclastes matures via le 

récepteur c-fms qui est exprimé à plusieurs stades du développement des ostéoclastes 

(Hofstetter et al. 1995 ; Kodama et al. 1991 ; Lagasse et Weissman, 1997). 

L'importance de ce facteur dans la génération d'ostéoclastes a été démontrée par 

l'utilisation de souris op/op qui sont caractérisées par une déficience complète en 

ostéoclastes (Marks et al. 1976) qui est causée par une mutation dans le gène du M

CSf. Ce phénotype peut par contre être renversé par l'injection journalière de M

CSF qui provoque alors la formation des ostéoclastes pouvant résorber l'os (Felix et 

al. 1990). Ces résultats démontrent donc clairement que le M-CSF est essentiel pour 

le recrutement et l'activité des ostéoclastes. Cependant, la seule présence du M-CSF 

n'est pas suffisante pour assurer la génération des ostéoclastes, puisque les 

précurseurs mis en présence de M-CSF seul vont se différencier en macrophages 

(Kodama et al. 1991). Ainsi, la formation des ostéoclastes nécessite absolument la 

présence d'un autre facteur afin d'assurer la génération de ces cellules résorbant les 

os. La découverte de cet autre facteur s'est faite par l'utilisation d'une co-culture de 

précurseurs d'ostéoclastes et d'ostéoblastes qui a révélé que la présence du ligand de 

l'activateur du récepteur NF-K8 (RANKL) était essentielle à la génération 

d'ostéoclastes matures (Takahashi et al. 1988 ; Yasuda et al. 1998). En effet, il a été 
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démontré qu'en présence de M-CSF, RANKL était suffisant et nécessaire pour 

promouvoir l' ostéoclastogenèse (Jimi et al. 1999 ; Matsuzaki et al. 1998 ; Quinn et 

al. 1998). Les effets de ce ligand sont assurés par la présence du récepteur de 

l'activateur du récepteur NF-KB (RANK) présent à la surface membranaire des 

précurseurs et des ostéoclastes matures (Myers et al. 1999 ; Nakagawa et al. 1998). 

Le RANK est une protéine transmembranaire de type 1 qui contient 616 acides 

aminés et qui est composée d'un domaine extracellulaire N-terminal, d'un domaine 

transmembranaire et d'un domaine cytoplasmique C-terminal (Anderson et al. 2000). 

L'importance de ce récepteur a été démontrée par l'arrêt de l'ostéoclastogenèse 

lorsque la forme soluble de RANK ou des inhibiteurs de ce récepteur étaient injectés 

à des souris (Nakagawa et al. 1998). De plus, il a été montré que les souris 

transgéniques sur-exprimant le RANK (la forme soluble) présentaient une baisse 

d'activité ostéoclastique résultant en une hausse de la densité osseuse (ostéopétrose) 

(Nakagawa et al. 1998). Enfin, l'analyse des os des souris déficientes en RANK a 

montré que ces souris ne présentaient pas d'ostéoclastes visibles à la surface de l'os et 

qu'elles étaient caractérisées par une formation excessive de matrice osseuse 

(ostéopétrose) causée par l'absence du processus de résorption (Kong et al. 1999). 

Ainsi, sous l'influence du M-CSF et du RANKL, les précurseurs hématopoïétiques 

vont proliférer, puis fusionner pour finalement devenir de très larges cellules 

multinucléées qui sont alors appelées ostéoclastes. Une fois formées, ces cellules 

migrent ensuite vers les sites de résorption à la surface de l'os, où la membrane 

plasmique des ostéoclastes s'attache à la matrice osseuse de manière à former une 

zone scellée de l'environnement externe (Vaananen et al. 1995). Une fois accrochés, 

les ostéoclastes vont produire et sécréter des vésicules acides dans le 

microenvironnement scellé à la surface de l'os. Ainsi, cet acide qui est relâché dans 

l'espace de résorption assure la dissolution des cristaux hydroxyapatites (Palokangas 

et al. 1997). Suite à la dissolution de la phase minérale de l'os, de nombreuses 

enzymes protéolytiques sont libérées afin de dégrader la matrice organique de l'os (le 
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collagène). L'une des enzymes importantes qui est affectée à la dégradation de la 

matrice osseuse est la cathepsine K, puisque l'inhibition de son activité par des 

inhibiteurs ou l'inhibition de l'activité du gène responsable de son expression chez la 

souris mène à l'accumulation de molécules de collagène non digérées dans les zones 

de résorption (Bossard et al. 1996 ; Saftig et al. 1998 ; Votta et al. 1997). Ce 

phénomène est également retrouvé dans les biopsies de patients présentant une 

mutation dans le gène codant pour la cathepsine K (Gelb et al. 1996). Ainsi, 

l'inhibition de cet enzyme n'empêche pas l'initiation de la résorption, mais prévient 

la dégradation du collagène. Pour continuer la résorption, les ostéoclastes incorporent 

les produits de dégradation par l'intermédiaire de vésicules qui sont ensuite sécrétées 

dans l'espace extracellulaire (Mulari et al. 2003). Suite à ce travail d'excavation, les 

ostéoclastes retournent vraisemblablement à un état inactif, puisqu'il a été démontré 

in vitro que ces cellules peuvent avoir plusieurs cycles de résorption (Kanehisa et al. 

1990). Par contre, l'étude morphologique de biopsies osseuses révèle également la 

présence d'ostéoclastes morts par apoptose (Kanehisa et al. 1990). 

2.2.Les ostéoblastes: 

Les ostéoblastes sont également des cellules très spécialisées qui ont pour fonction 

principale d'assurer la formation de l'os et ainsi de remplacer la matrice osseuse 

détruite par les ostéoclastes. Ces cellules dérivent de cellules mésenchymateuses 

présentes dans la moelle osseuse. Ces dernières sont pluripotentes étant donné leur 

capacité à former des tissus fibreux, adipeux, cartilagineux et osseux (pittenger et al. 

1999). Sous l'influence de différents facteurs ou mécanismes encore peu connus, ces 

cellules vont se différencier en ostéoprogéniteurs, qui sont des cellules commises et 

restreintes à devenir d'abord des préostéoblastes. Ces derniers constituent une étape 

transitoire avant d'atteindre le stade d'ostéoblaste mature (Aubin et al. 1996). Ainsi, 

durant ce développement ostéoblastique, les cellules exprimeront progressivement les 

différents marqueurs phénotypiques des ostéoblastes, tels que la phosphatase alcaline 
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ainsi qu'un ensemble de protéines collagéneuses et non-collagéneuses (Aubin et al. 

1996). Suite à leur différenciation à partir de leurs précurseurs, les ostéoblastes se 

retrouvent à la surface de l'os et commencent alors à sécréter différentes protéines 

formant l'ostéoïde qui constitue la matrice osseuse non-minéralisée (Gehron et al. 

2002). Cette dernière est composée à 90% de collagène de type 1 qui assure la 

formation d'une structure sur laquelle les minéraux peuvent se déposer. L'ostéoïde 

contient également des protéines non collagéneuses tels que des protéoglycans ainsi 

que des glycoprotéines comme l'ostéonectine, la fibronectine, l'ostéopontine et la 

sialoprotéine de l'os. Ces dernières seraient impliquées dans l'adhésion des 

ostéoc1astes et des ostéoblastes à l'os (Gehron et al. 2002). Enfin, les ostéoblastes 

présents à la surface de l'os sécrètent aussi de l'ostéocalcine qui préviendrait une 

minéralisation excessive (Aubin et al. 1996). Afin d'accomplir cette fonction de 

sécrétion de cette mixture complexe de protéines matricielles, les ostéoblastes ont un 

complexe de Golgi proéminant et beaucoup de réticulum endoplasmique rugueux 

(Prele et al. 2003). Suite à la sécrétion de ces différents composants qui constituent 

l' ostéoïde, certains ostéoblastes vont entrer en apoptose (Landry et al. 1997). 

D'ailleurs des études histologiques ont montré la présence d'ostéoblastes 

apoptotiques à la surface osseuse. Cependant, d'autres ostéoblastes deviennent 

emprisonnés dans l' ostéoïde qui s'est formé et sont alors appelés ostéocytes (Baud et 

al. 1968). Les nouveaux ostéocytes maintiennent un contact direct avec les 

ostéoblastes se trouvant au-dessus et aussi avec les générations antérieures 

d'ostéocytes. Ainsi, dans l'os mature un réseau d'ostéocytes interconnectés par des 

jonctions gap forme alors un syncytium fonctionnel (Aarden et al. 1994 ; Knothe et 

al. 2003). Bien que les ostéocytes aient une moins grande capacité de sécrétion 

comparativement aux ostéoblastes matures, ils conservent tout de même l'habilité de 

produire les différentes protéines matricielles, ceci probablement en vue de maintenir 

une zone tampon qui assure leur intégrité (Dudley et al. 1961). La survie de ces 

cellules semble être importante pour l'os, puisque la mort de ces cellules entraîne la 

résorption osseuse (Junqueira et al. 1995). De plus, il a été démontré que les 
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ostéocytes sont des mécanos senseurs pouvant percevoir les stress mécaniques 

(Burger et al. 1999). Ainsi, les ostéocytes permettraient à l'os de reconnaître et de 

répondre à différents stimuli en vue d'une adaptation fonctionnelle de ce dernier. 

Le rôle des ostéoblastes dans la formation de la matrice osseuse ne se limite pas 

seulement à la sécrétion de la composante organique qui constitue l'os, puisque ces 

cellules sont également impliquées dans l'initiation de la minéralisation de l'ostéoïde. 

En effet, il a été démontré que les ostéoblastes libèrent des vésicules matricielles 

responsables de l'ossification embryonnaire et de la formation d'os chez l'adulte 

(Anderson 2003 ; Hoshi et al. 2000). Ces vésicules matricielles créent un 

environnement spécifique qui permet la formation de complexes de minéraux et de 

cristaux d'hydroxyapatite qui se déposent sur la membrane des vésicules. Par la 

suite, les cristaux se détachent des vésicules et servent ensuite de point de départ pour 

la calcification du tissu, qui demeure dans son ensemble un processus encore peu 

compris (Anderson 2003). Enfin, les ostéoblastes participent également au processus 

de minéralisation de l'os par la production d'une enzyme appelée phosphatase 

alcaline. Cette dernière assurant la disponibilité du phosphate qui est nécessaire pour 

la minéralisation (Fernley 1971). Ainsi, par son importance, la phosphatase alcaline 

est devenue un marqueur phénotypique de la différenciation ostéoblastique. 

2.2.l.Régulation de la résorption osseuse par les ostéoblastes: 

Bien que la fonction première des ostéoblastes soit d'assurer la formation de l'os, ces 

cellules sont maintenant également reconnues pour leur implication dans la régulation 

de l'ostéoclastogenèse et donc par le fait même dans la résorption osseuse. 

Récemment, une importante avancée dans la compréhension de ce nouveau rôle des 

ostéoblastes a été réalisée à l'aide d'un système murin utilisant une co-culture de 

précurseurs d'ostéoclastes et d'ostéoblastes ou de leurs précurseurs. Ainsi, ce 

système a permis de démontrer que la présence des ostéoblastes est absolument 
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requise pour générer des ostéoclastes fonctionnels (Chambers et al. 1993) cette 

action des ostéoblastes sur la différenciation des ostéoclastes se faisant par la 

sécrétion du M-CSF (Kodama et al. 1991 ; Lagasse et Weissman, 1997). Cependant, 

la sécrétion de ce facteur de croissance par les ostéoblastes n'est pas suffisante pour 

assurer le développement des ostéoclastes, puisque l'ajout de M-CSF soluble sans la 

présence des ostéoblastes n'est pas suffisant pour l'ostéoclastogenèse (Kodama et al. 

1991) (Figure 1.2). Ceci suggère donc que d'autres facteurs produits par les 

ostéoblastes sont nécessaires. Par l'utilisation d'une membrane empêchant le contact 

entre les 2 types cellulaires mais perméable aux facteurs solubles, il a été démontré 

que le contact cellules-cellules était nécessaire pour l'induction de la formation des 

ostéoclastes (Chambers et al. 1993 ; Udagawa et al. 1989). Ainsi, ces résultats 

indiquent clairement la nécessité d'une interaction entre des molécules présentes à la 

surface membranaire des ostéoblastes et des ostéoclastes. Ces travaux ont donc mené 

à la découverte de la nécessité d'une interaction entre le RANKL qui est présent à la 

surface des ostéoblastes et de son récepteur RANK qui est exprimé à la membrane 

des ostéoclastes (Figure 1.2). Bien que l'on retrouve surtout le RANKL à la surface 

membranaire des ostéoblastes (Lacey et al. 1997 ; Yasuda et al. 1998), une forme 

clivée et sécrétée de cette protéine transmembranaire est également retrouvée (Kong 

et al. 1999 ; Nagai et al. 2000). D'ailleurs, il a été découvert que l'ajout d'un milieu 

conditionné en présence d'ostéoblastes pouvait induire la formation d'ostéoclastes ; 

ceci étant probablement causé par la présence de cette forme tronquée dans le milieu 

(Lum et al. 1999). L'importance de cette protéine dans l'ostéoclastogenèse a été 

démontrée par son administration à des souris. Ainsi, l'injection du RANKL à des 

souris induisait une hausse marquée de la formation et de l'activation des 

ostéoclastes, résultant même en une importante ostéoporose et en une hypercalcémie 

(Lacey et al. 1998). De plus, inversement, la perte d'expression du RANKL chez les 

souris mène à une inhibition de l'activité des ostéoclastes et par le fait même en une 

augmentation de la masse osseuse (Kong et al. 1999). Enfin, RANKL stimule 

également l'activation, la survie et l'adhérence à l'os des ostéoclastes (Burgess et al. 
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Figure 1.2 : Régulation de l'ostéoclastogenèse par les ostéoblastes: La présence 

des ostéoblastes est absolument requise pour que les ostéoclastes puissent proliférer 

et se différencier. Ainsi, pour assurer l'activité des ostéoclastes, les ostéoblastes 

sécrètent le M-CSF qui est un facteur de croissance nécessaire mais pas suffisant à 

l'activité des ostéoclastes. En plus du M-CSF, il a été découvert que l'interaction 

entre le RANK ligand (RANKL) et le RANK est requise pour l'activité des 

ostéoclastes. Le RANKL étant une protéine retrouvée à la surface des ostéoblastes et 

le RANK étant son récepteur qui se trouve sur les ostéoclastes. Ainsi, l'interaction 

entre ces deux protéines et la sécrétion de M-CSF par les ostéoblastes assurent 

l'ostéoclastogenèse. Les ostéoblastes régulent également l'activité des ostéoclastes 

en sécrétant l'ostéoprotégérine (OPG). Cette dernière constitue un ligand pour le 

RANKL et empêche donc l'interaction entre le RANKL et le RANK et donc par le 

fait même empêche l'ostéoclastogenèse. 
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1999 ; Lacey et al. 2000 ; O'Brien et al. 2000). Ainsi, l'ensemble de ces données 

indique toute l'importance des ostéoblastes dans le contrôle de la résorption osseuse. 

Par la sécrétion de M-CSF et l'expression du RANKL à la membrane plasmique, les 

ostéoblastes participent donc activement à la régulation de l'activité des ostéoclastes. 

En plus de ces facteurs, les ostéoblastes synthétisent également l'ostéoprotégérine 

(OPG) en vue d'assurer la régulation de l'ostéoclastogenèse (Figure 1.2). L'OPG qui 

fut découverte en 1997 est une protéine sécrétée qui ne contient pas de domaine 

transmembranaire et qui est reconnue pour ses effets bénéfiques sur les os (Simonet et 

al. 1997 ; Tsuda et al. 1997). En fait, il a été découvert que l'OPG favorise la 

formation osseuse, car cette protéine sécrétée constitue un ligand pour le RANKL 

(Lacey et al. 1997 manquant ; Yasuda et al. 1998). Ainsi, sa présence empêche la 

formation des ostéoclastes en inhibant la liaison du RANKL aux RANK situés sur les 

ostéoclastes. Les effets de l'OPG sont donc opposés à ceux du RANKL et impliquent 

notamment l'inhibition de la différenciation, de la survie et de la fusion des 

précurseurs des ostéoclastes. De plus, l'OPG cause aussi la suppression de 

l'activation des ostéoclastes ainsi que l'apoptose de ces cellules spécialisées. Ces 

actions de l'OPG ont notamment été démontrées par l'inhibition de la formation des 

ostéoclastes, lorsque cette protéine était ajoutée à des co-cultures de précurseurs 

d'ostéoclastes et d'ostéoblastes (Akatsu et al. 1998 ; Udagawa et al. 2000). De plus, 

afin de favoriser la formation osseuse, il a été découvert que les niveaux d'OPG sont 

élevés durant l'embryogenèse (Simonet et al. 1997). Cependant, le rôle 

physiologique de l'OPG a été révélé par l'utilisation et l'étude de différents modèles 

de souris transgéniques. Ainsi, les souris sur-exprimant l'OPG ont une hausse de la 

masse et de la densité osseuse et ces effets sont en corrélation avec les niveaux 

d'OPG (Kong et al. 1999). Des résultats similaires sont également obtenus lorsque 

des souris normales reçoivent des injections d'OPG (Morony et al. 1999). De plus, 

les souris déficientes en OPG manifestent une sévère ostéoporose causée par une 
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activité trop élevée des ostéoc1astes (Bucay et al. 1998). Ainsi, le RANKL et l'OPG 

qui sont produits par les ostéoblastes jouent un rôle primordial dans le remodelage 

osseux et le ratio RANKL/OPG détermine par le fait même la formation et 

l'activation des ostéoc1astes. Enfin, il faut noter que de nombreuses cytokines et 

hormones ostéotropiques régulent ces protéines ostéoblastiques responsables de 

l'ostéoclastogenèse (Schoppet et al. 2002). Ainsi, l'ensemble de ces données indique 

clairement que le remodelage osseux implique une grande coordination entre les 

processus de résorption et de formation osseuse et qu'ainsi les ostéoblastes jouent un 

rôle majeur dans cette coordination. 

Les ostéoblastes jouent donc un rôle de premier plan dans le métabolisme osseux, et 

cela autant en assurant la formation de nouveau tissu osseux qu'en régulant la 

résorption osseuse. La compréhension des facteurs qui peuvent affecter le 

métabolisme des ostéoblastes est donc primordiale pour l'élaboration de traitements 

de différentes pathologies affectant les os ainsi que pour la prévention de ces 

maladies. L'un de ces facteurs qui est impliqués dans le métabolisme des cellules 

ostéoblastiques sont les lipoprotéines. En effet, certaines études ont rapporté que ces 

particules assurent l'acheminement de différents lipides et vitamines nécessaires aux 

ostéoblastes et ainsi à l'intégrité du tissu osseux. De plus, il a aussi été suggéré que 

ces lipoprotéines peuvent, lors de conditions athérogéniques, induire le 

développement de l'ostéoporose. Ainsi, le présent projet vise à déterminer si le 

métabolisme des lipoprotéines par les ostéoblastes peut influencer les fonctions de ces 

derniers. 

3. Les lipoprotéines: 

Une lipoprotéine est une particule de lipides et de protéines, assemblée par des forces 

non-covalente, et retrouvée dans le plasma sanguin. La structure générale de ce 

complexe consiste en un noyau de lipides neutres composé de triglycérides (TG) et 
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d'esters de cholestérol (Ee) qui sont présents en quantité variable selon le type de la 

lipoprotéine. Ce noyau hydrophobe se trouve enveloppé d'une monocouche lipidique 

amphipatique composée de phospholipides (PL) et de cholestérol libre (CL) ainsi que 

de protéines appelées apolipoprotéines (apo) (Scanu et Landsberger 1980). Ces 

dernières possèdent des régions hydrophobes et hydrophiles qui leur permettent 

d'interagir avec les lipides des lipoprotéines et avec l'environnement aqueux (Segrest 

et al. 1974). La présence de ces particules (les lipoprotéines) au niveau du plasma est 

due au fait que les TG et EC sont des molécules non-polaires et donc par conséquent 

insolubles dans les systèmes aqueux. Ainsi, la formation de ces macromolécules 

spécialisées, les lipoprotéines, permet d'assurer le transport et la distribution des 

lipides à travers le corps (Vance et Vance 1993). Le cholestérol acheminé aux 

cellules servira alors, selon le type cellulaire et ses fonctions, de précurseur à la 

synthèse d'hormones stéroïdiennes, d'acides biliaires et de vitamine D3 (Nigon et al. 

1991), et comme constituant de la membrane plasmique où il régule la fluidité. Quant 

à eux, les phospholipides transportés par les lipoprotéines peuvent devenir 

principalement des constituants de la membrane plasmique (Chapman et al. 1988). 

La distinction des différentes classes de lipoprotéines repose essentiellement sur la 

proportion relative de lipides, le ratio protéines/lipides ainsi que sur les types 

d'apolipoprotéines qui sont présentes dans le complexe. Ces divers paramètres 

caractérisent la taille et la densité, et permettent de regrouper les lipoprotéines en 

classes bien définies (Gotto et al. 1986). 

Les macromolécules lipoprotéiques les plus grosses retrouvées dans le plasma 

sanguin sont les chylomicrons qui possèdent une densité relative de 0,95 g/ml. Ceux

ci sont synthétisés au niveau du réticulum endoplasmique des cellules du petit intestin 

et sont sécrétés dans le sang par exocytose (Havel et Hamilton 1988 ; Kane 1983). La 

fonction des chylomicrons est de transporter les TG et le cholestérol de la diète à 

partir des sites d'absorption (petit intestin) vers les cellules du corps. Ainsi, ces 
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lipoprotéines sont principalement retrouvées dans le plasma post-prandial. Une fois 

dans la circulation, les chylomicrons sont métabolisés par la lipoprotéine lipase (LPL) 

à la surface des cellules endothéliales de différents tissus extra-hépatiques (Havel 

1986 ; Mahley et al. 1984). La LPL catalyse alors l'hydrolyse de la plupart des TG 

des chylomicrons, ce qui mène à la formation de résidus de chylomicrons. Ces 

derniers sont par la suite captés au niveau hépatique par le récepteur des LDL (rLDL) 

ainsi que par le récepteur des résidus de chylomicrons (Havel 1986 ; Windler et al. 

1980), maintenant connu sous le nom de protéine apparentée au rLDL, soit la LRP. Il 

est intéressant de noter que des études récentes ont démontré que ce récepteur est 

exprimé par les cellules ostéoblastiques et qu'il permettrait d'internaliser les 

lipoprotéines riches en triglycérides transportant la vitamine K, un élément nécessaire 

à la modification post-traductionnelle de l'ostéocalcine (Newman et al. 2002 ; 

Niemeier et al. 2005). 

Les lipoprotéines de très faible densité (VLDL) possèdent une densité de 0,95-1,006 

g/ml et sont surtout sécrétées par les hépatocytes (Hamilton 1972 ; Windmueller et al. 

1973). Les VLDL sont de grosses particules, qui comme les chylomicrons, 

contiennent des TG à titre de constituant lipidique majeur. Elles ont comme fonction 

de redistribuer les acides gras sous forme de TG aux différents tissus du corps. En 

fait, l'hydrolyse des TG transportés dans le sang via les VLDL et les chylomicrons 

génère des acides gras qui sont utilisés comme source d'énergie par les différentes 

cellules. Cette hydrolyse des TG présents dans les VLDL est aussi effectuée par la 

LPL, ce qui entraîne la production de résidus de VLDL, aussi appelés lipoprotéines 

de densité intermédiaire (illL). Celles-ci peuvent ensuite interagir avec le rLDL 

hépatique (Windler et al. 1980) pour conduire à leur épuration de la circulation 

sanguine ou bien être métabolisées en lipoprotéines de faible densité (LDL) par 

l'action concertée de la LPL et de la lipase hépatique (Havel 1984 ; Sigurdsson et al. 

1975). 



15 

Les LDL qui ont une densité de 1,019-1,063 g/ml sont des particules riches en EC et 

elles constituent, chez l'homme, les lipoprotéines majeures transportant le 

cholestérol. Les LDL sont retirées de la circulation sanguine via les rLDL (Brown et 

al. 1974) présents au niveau hépatique. De nombreuses études épidémiologiques ont 

montré qu'il y a une corrélation positive entre les niveaux de LDL et les maladies 

cardio-vasculaires (Brown et Goldstein 1979). 

La dernière classe de lipoprotéines répertoriée est celle des lipoprotéines de haute 

densité (HDL). Celles-ci originent du catabolisme des chylomicrons et des VLDL 

(Havel et Hamilton 1988) et elles peuvent aussi provenir d'une synthèse au niveau du 

foie et des intestins (Windmueller et al. 1973). Les HDL peuvent être subdivisées en 

3 sous-classes, les IIDL[, IIDL2 et IIDL3, qui ensemble recouvrent une densité 

relative allant de 1,063 à 1,125 g/ml. Dans le présent projet, les IIDL3 seront 

utilisées, car elles ne contiennent pas d'apoE, ce qui permet de minimiser 

l'interaction de ces lipoprotéines avec des récepteurs moins spécifiques aux IIDL, tel 

que le rLDL. Les IIDL sont des particules riches en cholestérol qui sont impliquées 

dans le mécanisme de transport inverse du cholestérol (Eisenberg 1984). Ce 

mécanisme consiste à prendre le CL en excès des cellules des tissus périphériques, 

selon un processus désigné effiux de cholestérol, pour ensuite l'acheminer au foie en 

vue de l'excrétion et également aux tissus stéroïdogéniques (ovaires, testicules, 

glandes surrénales). Ainsi, la corrélation négative entre les niveaux de HDL 

plasmatiques et les maladies cardio-vasculaires (Miller et Miller 1975) serait 

attribuable à ce phénomène de transport inverse du cholestérol. 

4. Métabolisme des lipoprotéines: 

Tel qu'indiqué précédemment, les lipoprotéines en circulation permettent 

d'acheminer le cholestérol aux cellules de l'organisme pour son bon fonctionnement. 

Ainsi, à la surface des cellules, on retrouve différents récepteurs aux lipoprotéines qui 
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assurent la prise de ces dernières en vue de leur métabolisme éventuel. Cette prise 

des lipoprotéines se fait par différents processus (captation globale ou sélective) selon 

le récepteur qui est impliqué. 

4.l.Captation globale des lipoprotéines natives: 

La captation globale consiste en la prise de la particule lipoprotéique en entier et 

mène à sa dégradation complète par la cellule. Cette voie est essentiellement 

attribuée au rLDL qui fut originellement découvert par des études faites sur des 

cultures de fibroblastes humains (Brown et al. 1974) et qui fut subséquemment trouvé 

dans plusieurs autres cellules animales comme les hépatocytes. En fait, la majorité 

des rLDL exprimés dans le corps est retrouvée à la surface des cellules hépatiques 

(Krieger 1998). Le rLDL constitue le récepteur qui a été le plus étudié et le mieux 

caractérisé. Ainsi, il a été découvert que ce récepteur est une protéine 

transmembranaire de 860 acides aminés qui présente une masse de 160 kDa et qui 

contient cinq régions fonctionnelles distinctes. Le rLDL est composé d'un domaine 

cytoplasmique, d'un domaine transmembranaire et d'une région extracellulaire. À 

l'intérieur de cette dernière on retrouve un domaine glycolysé, un domaine présentant 

une homologie avec le récepteur du facteur de croissance épidermal et enfin un 

domaine riche en cystéines qui permet la liaison de l'apoB-100 et l'apoE (Schneider 

et al. 1982); cette dernière ayant une plus grande affinité que l' apoB-1 00 pour la 

liaison au rLDL (Windler et al. 1980). On a aussi découvert que le rLDL est situé 

dans des invaginations de la membrane qui sont riches en c1athrines (Anderson et al. 

1977). li en résulte que la LDL en circulation se lie au rLDL retrouvé dans ces puits 

de c1athrines par l'intermédiaire de l' apoB-1 00 de la lipoprotéine. Ensuite, la LDL et 

son récepteur sont internalisés dans une vésicule par endocytose. L'acidification de 

l'endosome résultant provoque la libération du récepteur et des protéines c1athrines 

qui sont retournés à la surface cellulaire avant la fusion de l'endosome avec les 

lysosomes. Au niveau des lysosomes, l'apoB des LDL est dégradée en acides aminés 
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et les EC sont hydrolysés en CL et en acide gras. Ce CL fraîchement arrivé agira de 

manière à réduire le nombre de rLDL à la surface de la cellule afin de réduire la prise 

de LDL. De plus, cette arrivée de cholestérol aura pour effet de réguler à la baisse 

l'expression du gène de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A réductase qui est 

l'enzyme clé dans la synthèse du cholestérol. Cette régulation des niveaux de 

cholestérol intracellulaire provient de la modulation de l'activité de la protéine liant 

les éléments de réponse aux stérols (SREBP). La SREBP est un facteur de 

transcription qui est retrouvée sous forme inactive au niveau du réticulum 

endoplasmique (RE). À cet endroit, lorsque les niveaux de cholestérol cellulaire sont 

élevés, on la retrouve associée avec la protéine activant le clivage de la SREBP 

(SCAP) ainsi qu'avec la protéine de rétention du RE (Insig) (Yang et a/. 2002). Par 

contre, lorsqu'il y a une baisse du cholestérol cellulaire, il se produit un changement 

de conformation au niveau de la SCAP, ce qui entraîne la dissociation de l'Insig et 

permet le passage du complexe SREBP-SCAP vers l'appareil de golgi (Brown et al. 

2002). Les protéases présentes dans ce dernier compartiment entraînent la libération 

de la forme transcriptionnelle active de la SREBP qui passera au noyau pour activer 

les différents gènes cibles. 

L'importance du rLDL est bien illustrée par les désordres génétiques 

d'hypercholestérolémie familiale (HF), ou chez les lapins de Watanabe (WHHL), qui 

résultent en l'absence du récepteur en question. Dans ces cas, on constate une hausse 

marquée des niveaux sanguins de LDL, ce qui résulte éventuellement en une 

athérosclérose prématurée qui se caractérise, initialement, par l'apparition d'une 

lésion au niveau des parois des artères, et qui se poursuit par l'accumulation de dépôts 

lipidiques qui bloquent finalement le vaisseau sanguin affecté. Par contre, malgré 

l'importance des rLDL dans le catabolisme des LDL, il a été déterminé chez les rats 

et les humains que seulement deux tiers de la clairance des EC associés aux LDL se 

fait via le rLDL (Dietschy et al. 1993). Ainsi, tout semble indiquer qu'il y aurait une 

autre voie permettant la clairance des LDL ou du moins de ses molécules de 
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cholestérol. Des études faites sur des cellules HepG2 (modèle de cellules hépatiques) 

exprimant des niveaux de rLDL réduits, montrent que celles-ci lient et prennent les 

LDL à un même taux que les cellules HepG2 normales, mais on constate que ces 

cellules dégradent moins l'apoB des LDL (Izem et al. 1998). Ceci laisse entrevoir 

que le processus de captation sélective pourrait aussi être impliqué dans la clairance 

des EC des LDL. Enfin, il est également intéressant de noter que les cellules 

ostéoblastiques expriment le rLDL (Niemeier et al. 2005). Bien que la fonction 

précise de ce récepteur au niveau des cellules osseuses n'ait pas encore été identifiée, 

cela laisse entrevoir que les lipoprotéines sont nécessaires au bon fonctionnement du 

métabolisme osseux. 

À l'opposé des LDL, la captation globale des HDL demeure un phénomène encore 

peu connu et cela malgré le fait qu'il a été démontré que les reins et le foie sont en 

mesure de cataboliser les HDL (Hammad et al. 1999). Cette prise des HDL a été 

attribuée à l'activité du récepteur cubiline qui est une protéine de 460 kDa exprimée 

au niveau des cellules épithéliales du rein, des intestins et du placenta (Sahali et al. 

1992 ; Seetharam et al. 1997). Ainsi, il a été démontré qu'un anticorps bloquant ce 

récepteur inhibe l'endocytose des HDL au niveau de cellules provenant de placenta 

de souris (Hammad et al. 1999 ; Kozyraki et al. 1999). Cette inhibition de 

l'endocytose résulte également en une diminution de la dégradation des HDL 

(Hammad et al. 1999). Enfin, il a été démontré que seul, le récepteur cubiline ne peut 

assurer l'internalisation des HDL. Ainsi, pour y arriver, il doit y avoir une interaction 

entre le cubiline et le récepteur mégaline aussi appelé récepteur apparenté au rLDL 

(LRP-2). En effet, il a été démontré que l'utilisation d'anticorps bloquant le LRP-2 

inhibe la prise dépendante du récepteur cubiline (Hammad et al. 2000). 

4.2.Captatioo sélective des EC des lipoprotéines natives: 

La captation sélective est un phénomène qui implique la prise d'EC à partir de la 

lipoprotéine liée à la cellule, sans que la particule lipoprotéique entière soit dégradée 



19 

par la cellule. Bien que ce phénomène de captation sélective fut pendant plusieurs 

décennies attribué exclusivement aux HDL (Knecht et al. 1989), il a été démontré 

qu'il s'exerce aussi sur les IDL (Brissette et Falstrault 1994) et les LDL (Brissette et 

al. 1996). Une étude comparative de l'efficacité de captation sélective des EC envers 

les différentes classes de lipoprotéines a révélé une corrélation négative entre cette 

efficacité et le ratio lipides/protéines des différentes classes de lipoprotéines 

(Brissette et al. 1996). Ainsi, on retrouve en ordre croissant de dormeurs en EC, les 

VLDL, IDL, LDL et les HDL. 

4.2.l.Le récepteur scavenger de classe B et de type 1 (SR-BI) : 

Ce processus de captation sélective est généralement attribué au récepteur scavenger 

de classe B et de type l (SR-BI). Le SR-BI est une glycoprotéine monomérique de 85 

kDa constituée de 509 acides aminés, et ayant, sous sa forme non glycosylée, un 

poids moléculaire apparent de 57 kDa qui fut découverte, chez les rongeurs, en 1994 

par le groupe de Krieger (Acton et al. 1994). Toutefois, suite à cette découverte, on 

s'aperçut que le gène du SR-BI avait déjà été cloné en 1993, par le groupe de Vega, 

chez l'homme (Calvo et Vega 1993) et identifié sous le nom de « CD36 and LIMPII 

Analogous-1 » (CLA-1). Ainsi, deux nomenclatures s'appliquent pour ce récepteur, 

malS lCl nous utiliserons seulement le terme SR-BI. Ce récepteur membranaire 

présente une forme en « U» inversé et possède deux domaines intracellulaires 

séparés par un large domaine extracellulaire (Calvo et al. 1997). Le SR-BI est 

retrouvé à la membrane plasmique dans des domaines nommés radeaux lipidiques qui 

se caractérisent par une composition riche en sphingolipides et en cholestérol. Plus 

précisément, il a été découvert que le SR-BI se retrouve dans des invaginations de la 

membrane appelées cavéoles (Babitt et al. 1997 ; Lisanti et al. 1994 ; Matveev et al. 

1999). Celles-ci sont des domaines membranaires également riches en sphingolipides 

et en cholestérol, mais qui se distinguent des radeaux lipidiques par la présence de 

protéines de la famille des cavéolines. Les cavéoles sont donc considérées comme un 

type spécialisé de radeaux lipidiques. Toutefois, il est important de mentionner que la 
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présence des cavéoles n'est pas un pré-requis pour l'expression du SR-BI, puisque 

différentes études ont montré la présence membranaire de ce récepteur dans des 

cellules dépourvues de cavéolines et par conséquent de cavéoles (cellules granulaires 

ovariennes et HepG2) (Azhar et al. 1998 ; Reaven et al. 1999 ; Rhainds et al. 2004) 

Ainsi, en absence de ce domaine cavéolaire, il a été démontré que le SR-BI est 

retrouvé dans des domaines de la surface cellulaire ayant une faible densité et 

correspondant aux radeaux lipidiques. 

Le SR-BI est en mesure de lier les lipoprotéines modifiées telles les LDL oxydées et 

les LDL acétylées (Gu et al. 1998). TI reconnaît également avec une grande affinité 

les LDL (Acton et al. 1996), les HDL (Acton et al. 1996) et les VLDL naissantes 

(Calvo et al. 1997), ainsi que l'apoA-I, l'ApoA-ll et l'ApoC-III (Xu et al. 1997). 

Enfin, il a la capacité de reconnaître l'albumine maléylée (BSA-M) et les 

phospholipides anioniques (Rigotti et al. 1995). Chez les rongeurs (Acton et al. 1994 

; Landschulz et al. 1996) et les humains (Liu et al. 2002), il est surtout exprimé au 

niveau hépatique ainsi que dans les tissus stéroïdogéniques tels les ovaires, les 

testicules et les glandes surrénales. Ce profil d'expression du SR-BI est cohérent 

avec la fonction de prise sélective d'EC dans les tissus stéroïdogéniques et dans le 

foie qui est attribuée à ce récepteur (Acton et al. 1996). Donc, il y aurait corrélation 

entre l'expression du SR-BI et la captation sélective. 

Le mécanisme détaillé par lequel le SR-BI effectue cette prise sélective d'EC à partir 

des lipoprotéines demeure passablement obscur. Jusqu'à tout dernièrement, 

l'hypothèse la plus répandue suggérait la formation d'un canal hydrophobe 

permettant le transfert des EC (Knecht et Pittman 1989). Plus récemment cette 

hypothèse a été appuyée par la démonstration que des protéines membranaires 

purifiées et reconstituées en liposomes, soit sans machinerie cellulaire, démontrent 

une activité de captation sélective (Liu et al. 2002). Cependant, une autre étude faite 

par le groupe de Tall (Silver et al. 2001) a plutôt révélé qu'au niveau de cultures 
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primaires d'hépatocytes de souris, la lipoprotéine est internalisée suite à sa liaison au 

récepteur. Une fois internalisée, une partie du cholestérol de la lipoprotéine subit une 

transcytose sélective et est ainsi transportée vers la membrane apicale, alors que la 

lipoprotéine subit une rétro-endocytose vers la membrane basolatérale pour être re

sécrétée dans la circulation. Les travaux effectués par le groupe de madame Brissette 

supportent ce mécanisme au niveau des cellules HepG2 (Rhainds et al. 2004). Bien 

que ce phénomène semble être présent au niveau des cellules hépatiques, aucun 

résultat clair ne permet d'appliquer ce phénomène de rétro-endocytose à tous les 

types cellulaires, ce qui pourrait expliquer la divergence existant dans la littérature. 

Il existe un récepteur très similaire au SR-BI qui fut nommé SR-BII. En fait, ce 

récepteur provient d'un épissage alternatif de l'ARNm du SR-BI. Ainsi, la séquence 

du SR-BU est en tout point identique à celle du SR-BI, à la seule distinction qu'il 

possède une queue cytoplasmique plus courte. Cependant, malgré cette grande 

similarité entre ces deux formes, le SR-BU ne représente, au foie, que 12% de 

l'ensemble des SR-B générés à partir du gène SR-BI. De plus, il a été établi que le 

SR-BU est 4 fois moins efficace que le SR-BI à prendre sélectivement les EC à partir 

des IIDL (Webb et al. 1997 ; Webb et al. 1998). Ainsi, le rôle du SR-BU demeure 

encore mconnu. 

4.2.1.1.Régulation de l'expression du SR-BI: 

L'expression du gène du SR-BI peut être régulée par différents facteurs dont la diète. 

Ainsi, il a été constaté que chez les hamsters, une diète riche en acides gras 

polyinsaturés stimulait l'expression du gène au niveau hépatique (Spady et al. 1999). 

À l'opposé, une diète contenant de l'acide myristique provoque une baisse des 

niveaux du SR-BI qui entraîne une hausse des niveaux de IIDL plasmatiques chez les 

hamsters (Loison et al. 2002). Il est donc évident que la diète a un impact sur 

l'expression du SR-BI et que cet effet ce répercute sur la clairance du cholestérol des 

IIDL. Les hormones en circulation sont un autre facteur pouvant affecter 



22 

l'expression du SR-BI au foie. En effet, des hamsters diabétiques traités avec de 

l'insuline ont une baisse de l'expression du SR-BI lorsqu'on compare ces hamsters 

avec d'autres ayant été traités avec de la saline ou bien étant des hamsters normaux 

non diabétiques (Dubrac et al. 2001). L'estrogène est une autre hormone qui semble 

avoir un impact sur le niveau d'expression du gène. En effet, il a été démontré que 

l'administration de cette hormone à des doses pharmacologiques supprime toute 

expression du SR-BI au foie (Landschultz et al. 1996). Cependant, il est intéressant 

de noter qu'en parallèle à cette baisse, il y a une augmentation de l'expression du SR

BII (Graf et al. 2001). Les niveaux d'oestrogène en circulation pourraient donc 

expliquer les différences dans les niveaux d'expression du SR-BI que l'on retrouve 

selon le sexe de l'animal. En effet, il est connu que chez les rats, les femelles ont 

moins de SR-BI hépatique que les mâles. Par contre, le retrait des ovaires donne une 

expression hépatique du SR-BI qui est équivalente à celle que l'on retrouve chez les 

mâles (Graf et al. 2001). À l'opposé de l'oestrogène, la testostérone entraîne une 

augmentation de l'expression du SR-BI dans les hépatocytes. En effet, il a été 

démontré que des cellules HepG2 traitées avec de la testostérone expriment 

davantage de SR-BI (Langer et al. 2002). 

4.2.1.2.Implication physiologique du SR-BI dans le métabolisme des HDL : 

Le phénomène de la captation sélective des EC des HDL a tout d'abord été démontré 

en 1996 par le groupe de Krieger (Acton et al. 1996) qui, par l'utilisation de cellules 

sur-exprimant le SR-BI, a constaté que ce dernier est effectivement responsable de la 

captation sélective des EC présents au niveau des HDL. Par la suite, de nombreuses 

études in vivo et in vitro ont montré la participation de ce récepteur dans le 

mécanisme de prise sélective du cholestérol provenant des HDL (Babitt et al. 1997 ; 

Rigotti et al. 1997 ; Ueda et al. 1999 ; Varban et al. 1998). En fait, récemment, 3 

études simultanées ont démontré que le SR-BI était le seul récepteur physiologique 

responsable de la captation sélective des EC des HDL (Brodeur et al. 2005 ; Brundert 
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et al. 2005 ; Out, Hoekstra et al. 2004). Une de ces études relève de ma contribution 

(Brodeur et al. 2005). 

4.2.1.3.Implication du SR-BI dans le métabolisme des LDL : 

La captation sélective des EC des LDL a très peu été abordée. Au niveau des cultures 

primaires, la captation sélective des EC provenant des LDL a été démontrée dans 

certaines lignées cellulaires. Ainsi, les cellules hépatiques de rats, les fibroblastes 

humains (Green et al. 1991), les hépatocytes de souris (Truong et al. 2000) et les 

cellules HepG2 (Rinninger et al. 1993 ; Brissette et al. 1996) sont toutes en mesure 

d'effectuer le processus de la captation sélective à partir des LDL. Quelques études 

in vitro ont par la suite démontré que la sur-expression du SR-BI permettait aux 

cellules COS-7 (Swarnakar et al. 1999) et CHO (Stangl et al. 1998) de prendre 

sélectivement des EC provenant des LDL. Des travaux du laboratoire de madame 

Brissette avec des cellules HepG2 dont l'expression du SR-BI était réduite de 75% 

par l'expression constitutive d'ARN antisens au mARN de SR-BI a démontré une 

implication de 85% de SR-BI dans la captation sélective des EC des LDL (Rhainds et 

al. 2003). Des souris transgéniques sur-exprimant le SR-BI hépatique ont des 

LDL/IDL ayant une taille réduite, ce qui est un résultat cohérent avec le retrait 

sélectif d'EC des LDL par le SR-BI (Kozarsky et al. 1997 ; Wang et al. 1998). Des 

souris à moitié (hétérozygotes) ou complètement (homozygotes) déficientes en rLDL 

et sur-exprimant le SR-BI, ont des niveaux réduits de cholestérol présent dans la 

fraction des VLDL et des LDL, lorsqu'elles sont nourrit avec une diète riche en 

acides gras et en cholestérol (Ueda et al. 1999 ; Wang et al. 1998). Une étude 

similaire a montré que les souris transgéniques en apoB et sur-exprimant le SR-BI 

vont éliminer légèrement plus rapidement les EC des LDL alors que la clairance de la 

partie protéique n'est pas modifiée (Webb et al. 2002). Enfin, le groupe de madame 

Brissette a récemment montré in vivo par l'utilisation de souris déficientes en SR-BI 

que ce dernier est en mesure de prendre sélectivement les EC des LDL, mais qu'il 
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existe un mécanisme permettant de compenser pour l'absence du SR-BI (Brodeur et 

al. 2005). 

4.2.2.Le cluster of differentiation 36 (CD36) : 

Le CD36 est un autre récepteur qui est également en mesure de prendre sélectivement 

les EC à partir des LDL et des HDL. Le CD36 est une glycoprotéine de surface 

cellulaire de 88 kDa composée de 471 acides aminés qui a été découverte en 1976 

(Endemann et al. 1993). Ce récepteur est connu comme étant une protéine en mesure 

de lier et de transporter les acides gras à longue chaîne au niveau des adipocytes 

(Abumrad et al. 1993). Son expression au niveau des macrophages (Tall et al. 1983), 

des plaquettes (Li et al. 1993), des cellules endothéliales microvasculaires (Greenwalt 

et al. 1992) et des tissus adipeux (Aburnrad et al. 1993) contraste avec la 

prédominance hépatique et stéroïdienne de l'expression du SR-BI. Par contre, on le 

détecte aussi au niveau des cellules hépatiques (Maeno et al. 1994). Le CD36 est en 

mesure de reconnaître une grande variété de ligands qui inclut les phospholipides 

anioniques (Rigotti et al. 1995), les cellules apoptotiques (Ren et al. 1995) et les 

érythrocytes infectés par Plasmodium falciparum (Oquendo et al. 1989). Le CD36 

présente une forme en « U » inversé et possède donc une large boucle extra-cellulaire 

et deux domaines intra-cellulaires. Il a été démontré que de manière similaire au SR

BI, le CD36 est présent dans les cavéoles de cellules musculaires lisses (Vistisen et 

al. 2004) et d'adipocytes (Souto et al. 2003). Cependant, il apparaît que le CD36 

peut aussi se retrouver dans d'autres compartiments de la membrane. En effet, il a été 

démontré à l'aide de cellules CHO sur-exprimant le CD36, que ce dernier est présent 

dans les radeaux lipidiques et non dans les cavéoles (Zeng et al. 2003). Ainsi, il est 

possible que la localisation cellulaire du CD36 diffère selon le type cellulaire. 

4.2.2.l.Régulation de l'expression du CD36: 

L'expression du gène de CD36 est sous le contrôle d'une multitude de facteurs, ce qui 

est en accord avec sa distribution cellulaire très vaste et ses nombreux rôles. Il a été 
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démontré que l'expression du CD36 augmente lorsque les monocytes se différencient 

en macrophages. De plus, cette hausse se manifeste lors d'une exposition des 

macrophages à différents facteurs de croissance, tels que le M-CSF et le facteur de 

croissance stimulant la colonie des macrophages (GM-CSF) (Huh et al. 1995; Huh et 

al. 1996; Yesner et al. 1996). En lien avec l'athérosclérose, il a aussi été montré que 

les LDL ayant été oxydées (LDLOx) causent une hausse de l'expression du CD36 au 

niveau des macrophages (Nagy et al. 1998 ; Tontonoz et al. 1998). Cette modulation 

de l'expression du CD36 est associée avec une hausse de l'activité du récepteur au 

facteur activé de prolifération des peroxysomes gamma (PPAR'O' En effet, il a été 

montré que les LDLOx contiennent des lipides oxydés capables de lier et d'activer les 

PPAR7 (Nagy et al. 1998 ; Tontonoz et al. 1998). L'importance des PPAR~:' dans la 

régulation du CD36 est également supportée par la démonstration que l' interleukine-4 

augmente l'expression du CD36 par l'intermédiaire de ce facteur de transcription 

(Feng et al. 2000). De plus, il a été montré que le facteur de croissance tumoral 

(TGF) induit une baisse de l'expression du CD36 par l'inhibition de l'activité des 

PPARi' au niveau des macrophages (Han et al. 2000). Ces études indiquent donc que 

les PPAR'Y sont les facteurs de transcription clés dans la modulation de l'expression 

du CD36 au niveau des macrophages. Cette importance des PPARl dans l'expression 

du CD36 est également retrouvée au niveau d'autres types cellulaires, tels que les 

adipocytes (Sfeir et al. 1997) et les cellules musculaires lisses (Greenwalt et al. 

1995). 

4.2.2.2.Implication du CD36 dans le métabolisme des BDL : 

Le CD36 possède l'habilité de lier les HDL avec une haute affinité, mais in vitro il est 

moins efficace que le SR-BI pour permettre la prise sélective des EC à partir de ces 

HDL (Gu et al. 1998; Connelly et al. 1999). Il n'existe toutefois pas d'évidence que 

cette captation sélective se produise in vivo. En effet, il a été démontré que la sur

expression hépatique du CD36 n'a aucun effet sur le profil des lipoprotéines et plus 

spécifiquement sur le niveau de cholestérol des HDL (de Villiers et al. 2001). 
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Cependant, le groupe de Febbraio a montré que les souris déficientes en CD36 ont 

des HDL légèrement enrichies en cholestérol (Febbraio et al. 1999). Toutefois, 

d'autres ont montré que la déficience en CD36 n'a pas d'effet sur le contenu lipidique 

des HDL (Goudriaan et al. 2003). De plus, dans une étude du groupe de madame 

Brisette (étude à laquelle j'ai contribué durant la réalisation de ce doctorat), il a été 

démontré que les HDL des souris déficientes en CD36 montrent plutôt une légère 

diminution au niveau de leur contenu en cholestérol (Luangrath et al. 2008). Ainsi, 

étant donné l'effet relativement faible de la déficience en CD36 sur le cholestérol des 

HDL (hausse ou baisse de 30%) et aussi les divergences, il est probable que les effets 

perçus ne soient que marginaux. Ainsi, à partir de ces données, on peut déduire que 

le CD36 n'a pas de fonction prédominante dans le métabolisme des HDL. 

4.2.2.3.Implication du CD36 dans le métabolisme des LDL : 

Le rôle du CD36 en tant que récepteur potentiel des LDL est aussi encore obscur. Il a 

été démontré que le CD36 murin lie très faiblement les LDL, ce qui suggère qu'il 

pourrait ne pas être impliqué dans le métabolisme des LDL (De Villiers et al. 2001). 

Par contre, le groupe de Vega (Calvo et al. 1998) a trouvé que les cellules 

mammaliennes COS-7 et les cellules Sf9 d'insectes, sur-exprimant le CD36 humain, 

ont une haute affinité pour les LDL. Il faut aussi noter qu'à ce jour, il y a peu 

d'études qui ont porté sur la captation sélective des EC de LDL par CD36. L'une de 

ces études a montré par l'utilisation de cellules COS sur-exprimant le SR-Blou le 

CD36 que ces deux récepteurs sont également efficaces pour prendre sélectivement 

les EC des LDL (Connelly et al. 2003). Il a également été démontré par l'utilisation 

de souris déficientes en SR-BI et CD36 que ce dernier est en mesure de capter 

sélectivement les EC des LDL lorsque le SR-BI est absent (Luangrath, Brodeur (co

premiers auteurs) et al. 2008). 
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5.Implication des lipoprotéines dans le métabolisme osseux: 

5.l.Rôle des lipoprotéines dans les fonctions ostéoblastiques : 

Malgré le fait que l'importance du cholestérol au niveau du métabolisme osseux 

demeure encore très peu étudiée, il existe tout de même à ce jour quelques évidences 

de cette interaction. En effet, les lipoprotéines sont reconnues pour transporter 

différentes vitamines lipophiles qui sont nécessaires au métabolisme normal du tissu 

osseux. D'une part, il y a la vitamine E qui est principalement associée et transportée 

dans la circulation vers les différents tissus par les HDL. Cette classe de lipoprotéine 

pourrait par conséquent jouer un rôle majeur dans le métabolisme osseux étant donné 

qu'il a été démontré que cette vitamine a un effet bénéfique sur la formation et la 

réparation osseuse (Smith et al. 2004; Turk et al. 2004). Ainsi, on peut présentement 

présumer que les HDL assureraient l'acheminement de la vitamine E aux cellules du 

tissu osseux via les récepteurs à cette lipoprotéine. 

La vitamine K constitue un autre exemple de l'importance des lipoprotéines dans 

l'acheminement de composés nécessaires au métabolisme osseux. En effet, 

différentes études ont établi un lien entre une déficience en vitamine K et une 

prédisposition à l'ostéoporose (Shearer 1997 ; Shearer 2000). Cette denùère vitamine 

est nécessaire comme cofacteur pour la conversion des résidus glutamyl (GIu) en 

carboxyglutamyl (GIa) de certaines protéines que l'on nomme protéine GIa, telles que 

l'ostéocalcine qui est retrouvée au niveau de l'os (Stenflo et al. 1974). La forme 

prédominante de la vitamine K dans la circulation est la phylloquinone (vitamine KI) 

(Shearer 1997). Cette dernière provient de la diète et est transportée en prédominance 

par les chylomicrons. De plus, à la différence des autres vitamines lipophiles, cette 

vitamine demeure associée en prédominance avec les lipoprotéines riches en 

triglycérides même lorsque l'individu est à jeun (Lamon-Fava et al. 1998). Étant 

donné l'ensemble de ces connaissances, différents groupes de recherche ont tenté de 

démontrer que la vitamine K était acheminée aux ostéoblastes par l'intermédiaire des 
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lipoprotéines riches en triglycérides, soit les résidus de chylomycrons. Ainsi, après 

avoir incorporé de la vitamine K marquée radio-activement à l'intérieur des 

chylomicrons, le groupe de Shearer a démontré que les ostéoblastes sont en mesure 

de prendre cette vitamine à partir des lipoprotéines (Newman et al. 2002), par un 

processus de captation globale de la particule lipoprotéique et non par un récepteur 

spécifique à la vitamine K. En effet, il a été démontré que cette prise se faisait par 

l'intermédiaire du récepteur des résidus de chylomicrons (Niemeier et al. 2005), 

maintenant connu sous le nom de LRP. Il a également été démontré que cette prise 

de la vitamine K était dépendante de l'apoE (Newman et al. 2002 ; Niemeier et al. 

2005). En effet, l'ajout exogène de cette apolipoprotéine augmente la prise de la 

vitamine K associée aux résidus de chylomicrons. Ce rôle de l' apoE est aussi appuyé 

par la démonstration qu'un anticorps ciblant cette apo réduit de manière marquée la 

prise de la vitamine K par les ostéoblastes. Enfin, l'importance de l'apoE dans 

l'acheminement de cette vitamine aux ostéoblastes a également été démontrée par 

l'utilisation de souris déficientes en apoE. En effet, le groupe d'Amling a montré que 

ces souris présentaient une masse osseuse plus élevée que les souris contrôles 

(Schilling et al. 2004) ; cette augmentation étant causée par une hausse du taux de 

formation osseuse résultant d'une diminution de la prise de la vitamine K par les 

ostéoblastes des souris déficientes en apoE. Ainsi, la prise réduite de la vitamine K 

mène à une perte de la carboxylation de l'ostéocalcine qui est essentiel afin d'assurer 

l'inhibition de la formation osseuse. 

En plus de leur rôle dans le transport des vitamines, les lipoprotéines pourraient 

également avoir la fonction de transporter et d'acheminer l'oestrogène aux différents 

tissus de l'organisme tels que l'os. Malgré le fait qu'il est reconnu que l'oestrogène 

est transportée par les globulines liant les hormones sexuelles (SlffiG) (Hammond et 

Bocchinfuso 1995), il a été démontré que l'oestrogène est aussi retrouvée au niveau 

des lipoprotéines (Helisten et al. 2001 ; Leszczynski et Schafer 1990 ; Tang et al. 

1997). En effet, suite à une incubation d'estradiol marquée radio-activement avec du 
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plasma, le groupe de Tikkanen a déterminé que l'estradiol se retrouvait 

principalement associée avec les HDL, mais aussi avec les LDL et en proportion 

faible avec les VLDL (Helisten et al. 2001). Il a également été démontré que 

l'estradiol associée aux lipoprotéines est en prédominance sous forme estérifiée 

(Helisten et al. 2001 ; Hockerstedt et al. 2004). Cette estérification de l' estradiol est 

attribuable à l'action de la lécithine cholestérol acyl transférase (LCAT) que l'on 

retrouve au niveau des HDL, puisque l'inhibition de cette enzyme empêche la 

production d'estradiol estérifiée et par conséquent son incorporation dans les HDL 

(Helisten et al. 2001). Ainsi, l'activité de la LCAT est essentielle pour que 

l'oestrogène s'associe aux HDL. Toutefois, la présence d'oestrogène au niveau des 

LDL s'explique par un processus distinct de ce qui a été découvert pour les HDL. En 

effet, la présence d'estradiol estérifiée au niveau des LDL nécessite l'action d'une 

autre enzyme, soit la protéine de transfert des EC (CETP) qui assure le transfert de 

l'estradiol incorporée dans les HDL vers les LDL (Helisten et al. 2001). La présence 

de l'oestrogène au niveau des lipoprotéines permet d'assurer différentes fonctions. 

D'une part, il a été démontré que la présence d'oestrogène augmente la résistance des 

LDL à l'oxydation (Shwaery et al. 1997 ; Shwaery et al. 1998). De plus, des études 

récentes ont démontré que l'estradiol associée aux HDL pouvait être transférée aux 

cellules. En effet, le groupe de Smart a montré que les HDL avaient la capacité de 

transférer l'estradiolleur étant associée aux cellules endothéliales humaines (Gong et 

al. 2003) par une captation sélective suite à la liaison des HDL aux SR-BI. Il a 

également été démontré que l' estradiol estérifiée était transférée par l'intermédiaire 

du SR-BI vers les hépatocytes et qu'une fois dans la cellule, l'estradiol estérifiée était 

hydrolysée pour ainsi devenir de l'estradiol libre (Badeau et al. 2007). Ainsi, sous 

cette forme libre, l'estradiol recouvre sa capacité de lier les récepteurs à l'estrogène. 

L'ensemble de ces données laisse donc envisager que les lipoprotéines pourraient 

jouer un rôle important dans l'intégrité du tissu osseux, de par leur capacité à 

transporter et potentiellement transférer l'oestrogène aux cellules osseuses. 

L'importance de déterminer les mécanismes permettant l'acheminement de 
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l'oestrogène aux tissus osseux est démontrée par une perte osseuse rapide et sévère 

lors d'une déficience en cette hormone (Bilezikian et al. 1998 ; Riggs et al. 1998). 

Cet effet protecteur de l'estrogène a principalement été attribué à un effet inhibiteur 

de cette honnone sur la résorption osseuse. En effet, il a été démontré que l'estrogène 

induit l'apoptose des ostéoclastes (Saintier et al. 2006). De plus, cette réduction de la 

dégradation de l'os induite par l'oestrogène a aussi été attribuée à la régulation de 

l'ostéoclastogenèse par les ostéoblastes. Effectivement, il a été rapporté que 

l'oestrogène cause une baisse de la production de cytokines ostéoclastogénique par 

les ostéoblastes et aussi une hausse des facteurs inhibant l'ostéoclastogenèse 

(Manolagas et Jilka 1995 ; Spelsberg et al. 1999 ; Saika et al. 2001). Enfin, il a 

également été rapporté que l'œstrogène peut favoriser directement la formation 

osseuse en agissant au niveau des ostéoblastes. En effet, il a été démontré que 

l'oestrogène induit une augmentation de la différenciation ostéoblastique (Dang et al. 

2002). Cet effet ostéogénique est aussi retrouvé in vivo, puisque l'administration 

d'oestrogène a pour conséquence de favoriser la formation osseuse autant chez les 

rongeurs (Samuels et al. 1999) que chez l'humain (Bord et al. 2000). 

5.2.Impact pathologique des lipoprotéines: 

Tel que mentionné précédemment, les os constituent un tissu vivant composé d'une 

abondante matrice extracellulaire calcifiée qui est continuellement remodelée par 

l'intermédiaire des ostéoclastes et des ostéoblastes. Ainsi la perte de l'équilibre entre 

ces deux processus, par une réduction de l'activité ostéoblastique ou bien par la 

hausse de l'activité ostéoclastique mène à l'ostéoporose. Cette pathologie est 

caractérisée par une baisse de la densité minérale et de la masse osseuse, ce qui 

résulte en la génération d'os plus faibles et étant par le fait même plus susceptibles à 

subir des fractures. Bien que certains facteurs de risque aient été identifiés, tels que le 

statut honnonal, certains traitements médicaux et une immobilité prolongée, le 

développement de l'ostéoporose ne peut pas s'expliquer entièrement par ceux-ci et la 

présence de conditions athérogéniques, étant représentées par des niveaux élevés de 
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cholestérol plasmatique, constitue un facteur de risque additionnel récemment 

proposé. Une corrélation entre l'ostéoporose et l'athérosclérose a d'ailleurs été 

démontrée par des études épidémiologiques (Barengolts et al. 1998 ; Uyama et al. 

1997) et génétiques (Shiraki et al. 1997) ainsi que par des études faites chez la souris 

(Parhami et al. 2001). De plus, il a été constaté que l'administration de produits 

modulant les niveaux de cholestérol (les statines et certains médicaments anti

épileptiques) affectait également le métabolisme osseux (Maeda et al. 2001 ; Sozuer 

et al. 1997 ; Staal et al. 2003). Enfin, il a aussi été démontré que dans les os 

ostéoporotiques, il y a présence d'une accumulation de lipides (Ramseier 1962). 

Cette corrélation entre ces deux pathologies suggère donc la présence de facteurs 

communs entraînant le développement de ces maladies. Étant donné que la 

progression des maladies cardiovasculaires est directement reliée au niveau des LDL 

en circulation (Brown et Goldstein 1979), et que ces lipoprotéines deviennent pro

athérogéniques suite à une modification oxydative, nous croyons que les LDL 

oxydées (LDLOx) seraient également responsables de l'ostéoporose. D'ailleurs, 

certaines études ont démontré que les LDLOx ont un impact autant sur la survie et la 

différenciation des cellules ostéoblastiques (Klein et al. 2003 ; Parhami et al. 1997). 

Cependant, l'effet que peuvent avoir les LDLOx sur les ostéoblastes demeure encore 

peu documenté, ainsi que les récepteurs ostéoblastiques pouvant permettre un effet 

potentiel des LDLOx. 

6.Les LDL oxydées: 

Il y a de plus en plus d'études qui suggèrent que les LDL modifiées par une 

oxydation sont impliquées dans le développement des lésions athérosclérotiques qui 

débutent par la formation de cellules spumeuses. Ces cellules contiennent des 

quantités élevées de cholestérol à l'intérieur de leur cytoplasme (Lougheed et al. 

1999). Cette accumulation de cholestérol à l'intérieur des cellules provient de la prise 

de lipoprotéines qui ne sont pas des LDL natives (Goldstein et al. 1979). En effet, la 

captation des LDL natives, par les macrophages, ne peut mener à la formation de ces 
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cellules spumeuses puisque le niveau d'expression du rLDL est faible et qu'il est 

régulé à la baisse par la présence de cholestérol (Brown et Goldstein 1983). De plus, 

les patients et les animaux déficients en rLDL, présentent une accumulation de 

cholestérol dans les macrophages et une formation de cellules spumeuses d'une façon 

similaire à celle observée chez les patients ou les animaux possédant le récepteur actif 

(Basu et al. 1979). Il a donc été proposé que la formation des cellules spumeuses 

était induite par la prise de LDL ayant subies une modification chimique 

(Steinbrecher 1987). La modification des LDL la plus étudiée jusqu'à présent est leur 

oxydation, qui est un processus qui peut affecter autant la partie lipidique que la 

partie protéique de la LDL (Steinberg 1997). Suite à cette modification, les LDL ne 

sont plus reconnues par le rLDL. Les LDL oxydées sont plutôt captées par différents 

récepteurs scavengers retrouvés sur les macrophages. Ces récepteurs, n'étant pas 

soumis à une régulation négative de leurs expressions, peuvent prendre les LDLOx et 

ainsi provoquer l'accumulation d'une quantité très importante de cholestérol dans les 

macrophages (de Villiers et al. 1999). Cependant, étant donné que les LDLOx sont 

des particules très hétérogènes et que la quantité de ces lipoprotéines modifiées est 

très petite in vivo, il a été difficile de mettre en évidence leur présence chez l'humain. 

L'existence de LDL oxydées est maintenant supportée par de nombreuses études. En 

effet, par l'utilisation d'anticorps contre les LDLOx, il a été possible de démontrer 

leur présence dans les lésions athérosclérotiques (Rosenfeld et al. 1990 ; Yla

Herttuala et al. 1989) ainsi que dans la circulation (Itabe et al. 1994 ; Itabe et al. 

1996). Plus récemment, il a été observé que le niveau des LDLOx en circulation 

augmente en fonction de la progression des lésions d'athérosclérose (Ehara et al. 

2001 ; Nishi et al. 2002). Ainsi, il devient envisageable que ces lipoprotéines 

modifiées se trouvant en circulation puissent affecter le métabolisme osseux. 

Malgré le fait que l'on retrouve des LDLOx en circulation, il est peu probable que 

cette oxydation des LDL se produise en circulation dans le plasma étant donné les 

propriétés antioxydantes de celui-ci. Ainsi, il a été proposé que cette modification 
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oxydative se produise dans des microdomaines de la paroi artérielle où les LDL ne 

pourraient bénéficier des antioxydants plasmatiques. D'ailleurs, il a été démontré que 

de nombreuses cellules de la paroi artérielle ont la capacité d'oxyder les LDL (Gerber 

et al. 2002 ; Heinecke et al. 1984 ; Lamb et Leake 1992). Bien que les mécanismes 

qui entraînent l'oxydation des LDL par les cellules demeurent encore assez obscurs, 

différentes enzymes potentielles ont été proposées. Ainsi, la myélopéroxidase qui est 

sécrétée par les monocytes génère différents radicaux capables d'oxyder les 

antioxydants, les lipides et la protéine des LDL. Cette enzyme transforme donc les 

LDL en une forme athérogénique qui est prise par les macrophages, ce qui mène à la 

formation subséquente de cellules spumeuses (Podrez et al. 1999). L'oxyde nitrique 

(NO) qui est un radical libre libéré par plusieurs cellules vasculaires pourrait 

également être impliqué dans l'oxydation des LDL. En effet, il a été démontré que 

lorsque le NO réagit avec des superoxydes, il y a génération de péroxynitrite qui est 

un intermédiaire oxydant très puissant (Beckman et al. 1990). Le péroxynitrite oxyde 

ensuite les lipides des LDL et convertit alors la lipoprotéine en une forme qui est 

reconnue par les récepteurs scavenger des macrophages (Graham et al. 1989). 

Cependant, il est à noter que l'implication du NO dans la génération des LDLOx 

demeure controversée, puisqu'il a été démontré que l'oxydation des LDL par des 

macrophages murins est inhibée par une stimulation de la production du NO (Jessup 

et al. 1992 ; Yates et al. 1992). Toutefois, il est intéressant de noter que les cellules 

de l'os ont la capacité de produire du NO (Fox et Chow 1998). La lS-lipoxygénase 

est une autre enzyme qui est reconnue pour son pouvoir oxydant. En effet, il a été 

démontré que cette dernière peut convertir les acides gras en hydropéroxydes 

lipidiques et donc par le fait même oxyder les LDL (Yamamoto 1992). De plus, 

différentes études ont démontré que l'inhibition de cette lipoxygénase empêche 

l'oxydation des LDL (McNally et al. 1990 ; Parthasarathy et al. 1989). Les souris 

déficientes en 12/1S-lipoxygénase et en apoE ont moins de plaques athérosclérotiques 

et cela malgré l'absence de modification dans le profil des lipoprotéines plasmatiques 

(Cyrus et al. 1999). Enfin, la sur-expression de cette enzyme dans l'endothélium 
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vasculaire accélère l'athérosclérose dans les souris déficientes en rLDL (Harats et al. 

2000). Ainsi, l'ensemble de ces études indique que la 15-lipoxygénase aurait un rôle 

majeur à jouer dans le processus d'oxydation des LDL in vivo. Il est intéressant de 

noter que cette enzyme semble aussi jouer un rôle important dans le métabolisme 

osseux. En effet, une étude récente a démontré, par l'utilisation de souris déficientes 

en 12/15-lipoxygénase, que cette enzyme inhibe la formation osseuse (Klein et al. 

2004). En somme, l'ensemble de ces études indique que plusieurs enzymes 

cellulaires sont impliquées dans l'oxydation des LDL et que le tissu osseux exprime 

ces enzymes. Il est donc possible que les LDL soient localement oxydées au niveau 

de l'os, ceci causant par la suite différents effets cellulaires nocifs pour le remodelage 

osseux. 

Une fois initiée, l'oxydation des LDL est une réaction en chaîne de péroxydation 

lipidique qui est assurée par des radicaux libres. Cette péroxydation lipidique débute 

par une attaque des radicaux libres au niveau des liens doubles des acides gras poly

insaturés (PUFA). Ceci résulte dans le retrait d'un atome d'hydrogène associé à un 

groupe méthylène (CH2). Par la suite, le réarrangement moléculaire du groupe 

carbone devenu instable entraîne la génération d'une configuration plus stable qui est 

appelée diène conjugué. Celui-ci réagit alors très rapidement avec l'oxygène et 

produit alors un radical péroxyle. Ensuite, le radical péroxyle prend un atome 

d'hydrogène à un PUFA adjacent pour former un hydroxypéroxyde qui est un autre 

type de radicaux lipidiques. Ainsi, cette réaction résulte en une propagation en chaîne 

qui fmit par s'attaquer aux différents constituants lipidiques de la LDL et 

éventuellement à l'apoB-100 de la particule lipoprotéique. L'altération de cette 

apolipoprotéine de la LDL l'empêche d'être reconnue par le rLDL. La LDL ainsi 

oxydée devient alors plutôt un ligand pour les différents récepteurs scavengers 

présents à la surface des cellules (Young et McEneny 2001). 
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6.l.Impact cellulaire des LDLOx : 

Il existe une documentation très vaste à propos des effets que les LDLOx peuvent 

avoir sur les différentes fonctions cellulaires. Malgré le fait que ces études aient en 

prédominance été réalisées au niveau endothéliale, il y a tout de même certaines 

informations concernant l'impact des LDLOx sur les fonctions cellulaires 

ostéoblastiques. Ainsi, selon ces études, il apparaît que ces composés oxydés aient un 

impact autant sur la survie (prolifération-apoptose) que sur la différenciation 

ostéoblastique. 

6.1.1.Impact des LDLOx sur la différenciation ostéoblastique : 

La fonction cellulaire la plus étudiée au niveau des ostéoblastes en lien avec les 

lipides oxydés est la différenciation ostéoblastique. Ainsi, il a été démontré que des 

cellules musculaires lisses de la paroi artérielle médiale pouvant se minéraliser, se 

différencient en ostéoblastes lorsqu'elles sont exposées à des LDLOx (Parhami et al. 

1997). Ce dernier résultat suggère donc que les LDLOx pourraient avoir un potentiel 

ostéogénique. Cependant, il s'avère que tel n'est pas le cas, puisqu'il a été démontré 

que les LDLOx inhibent la différenciation des MC3T3-El (cellules pré

ostéoblastiques). En effet, le groupe de Demer a montré que les LDLOx causent une 

inhibition de l'activité de la phosphatase alcaline et aussi de la minéralisation 

(Parhami et al. 1997), qui sont des marqueurs de la différenciation ostéoblastique. De 

plus, le même groupe a également démontré que les cellules mésenchymateuses de la 

moelle osseuse réagissent de manière similaire aux MC3T3-El lorsqu'elles sont 

mises en présence de LDLOx (Parhami et al. 1999). Effectivement, il a été constaté 

que l'incubation des cellules M2-lOB4 (lignées de cellules mésenchymateuses) en 

présence de LDLOx entraînait une inhibition de l'activité de la phosphatase alcaline 

et de la minéralisation. Cette inhibition de la différenciation se ferait en partie par 

l'intermédiaire de la kinase régulée par des signaux extra-cellulaires (ERK), puisque 

l'utilisation d'un bloqueur de cette protéine de signalisation empêche l'effet 
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inhibiteur des LDLOx (Parhami et al. 1999). De plus, l'induction d'un stress 

oxydatif est aussi impliquée dans cette inhibition de la différenciation ostéoblastique 

induite par les LDLOx, car l'utilisation de différents antioxydants inhibe l'action anti

ostéogénique des LDLOx en empêchant l'accumulation de produits réactifs oxygénés 

(ROS) (Mody et al. 2001). Il a également été démontré que cette inhibition de 

l'activité ostéogénique des cellules mésenchymateuses se faisait au profit d'une 

différenciation adipogénique (Parhami et al. 1999), ce qui est en accord avec la 

présence plus importante de tissus adipeux au niveau des os ostéoporotiques humains 

(Meunier et al. 1971). Ces données obtenues in vitro sont aussi appuyées par des 

études in vivo. En effet, il a été démontré que les souris mises sous diète 

athérogénique ont une densité minérale osseuse réduite comparativement aux souris 

ayant reçu une diète normale (Parhami et al. 2001). Par contre, cette diète a des effets 

moins marqués sur la masse osseuse lorsqu'administrée à des souris C3H/HeJ. Étant 

donné que ces souris sont reconnues pour être protégées contre le développement de 

l'athérosclérose, il a été suggéré que des mécanismes similaires permettent de 

protéger les artères et les os. De plus, il a été démontré que les cellules 

mésenchymateuses obtenues à partir de souris mises sous une diète athérogénique ont 

un potentiel ostéogénique réduit étant donné leur habilité réduite à se différencier en 

ostéoblastes comparativement aux cellules provenant des souris contrôles (Parhami et 

al. 1999). Ainsi, l'ensemble de ces résultats indiquent que les LDLOx pourraient 

causer l'ostéoporose chez les patients ayant des niveaux élevés de cholestérol 

plasmatique. 

6.1.2.Impact des LDLOx sur la survie cellulaire: 

Il est reconnu et accepté que les LDLOx ont un impact très important sur la survie 

cellulaire, particulièrement au niveau des cellules des parois vasculaires. En effet, de 

nombreuses études ont démontré que les LDLOx ont un effet prolifératif sur les 

différents types cellulaires que l'on retrouve au niveau de la paroi vasculaire, tels que 
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les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (SMC) 

(Apostolov et al. 2006 ; Lin et al. 2007 ; Martens et al. 1998). Cette action 

proliférative des LDLOx a été d'une part attribuée à l'habilité de ces lipoprotéines 

modifiées à induire différentes voies de signalisation impliquées dans la survie ou 

bien la prolifération cellulaire. À titre d'exemple, il a notamment été démontré que la 

prolifération induite par les LDLOx est causée par l'activation de la voie des ERK, 

puisqu'un inhibiteur de cette voie empêche la stimulation de la synthèse d'ADN, 

mesurée par l'incorporation de thymidine, causée par les LDLOx au niveau des SMC 

(Lin et al. 2007). L'implication de cette voie dans la prolifération induite par les 

LDLOx a aussi été montrée au niveau des cellules endothéliales (Apostolov et al. 

2006). Une autre voie qui a été rapportée comme étant impliquée dans la 

prolifération des cellules exposées aux LDLOx est la voie de la protéine kinase B qui 

est aussi nommée AKT. En effet, il a été démontré que les LDLOx induisaient la 

prolifération des macrophages et des SMC par l'activation de cette voie (Auge et al. 

2002 ; Martens et al. 1998). En plus de ce rôle dans la prolifération cellulaire, 

l'induction d' AKT par les LDLOx a également été associée à un mécanisme de survie 

cellulaire. En effet, il a été démontré que l'activation de cette voie par les LDLOx 

cause la survie des macrophages via l'activation de voies anti-apoptotiques (Hundal 

et al. 2001). Ainsi, l'ensemble de ces données indiquent que les LDLOx ont la 

capacité d'induire la prolifération en activant directement les différentes voies de 

survie ou bien de prolifération cellulaire. Cependant, cette activité mitogénique des 

lipoprotéines modifiées a également été attribuée à l'induction de la libération de 

différents facteurs de croissance. En effet, il a été démontré que les LDLOx causent 

une sécrétion rapide et importante du facteur stimulant les colonies monocytaires et 

granulocytaires (GM-CSF). Cette sécrétion étant impliquée dans la prolifération des 

macrophages induite par les LDLOx, puisque la présence d'un anticorps anti-GM

CSF inhibe l'incorporation de thymidine induite par les LDLOx (Biwa et al. 1998). 

De plus, un mécanisme similaire a aussi été mis en évidence au niveau des SMC, 
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malS cette fois par l'intermédiaire de la sécrétion du facteur de crOissance 

fibroblastique (FGF) (Chai et al. 1990). 

Malgré le fait que l'action mitogénique des LDLOx a été jusqu'à présent très peu 

étudiée au niveau des cellules ostéoblastiques, il a tout de même été démontré que les 

LDLOx induisent la prolifération des MC3T3-El, puisqu'il y a une hausse de 

synthèse d'ADN lorsque ces cellules sont exposées à des LDLOx (Parhami et al. 

1997). Cependant, les voies de signalisation menant à cette prolifération demeurent 

encore inconnues. À première vue, cette induction de la prolifération des ostéoblastes 

par les LDLOx pourrait suggérer que ces dernières ont une action ostéogénique in 

vivo. En effet, une hausse de prolifération pourrait entraîner une augmentation du 

nombre d'ostéoblastes et ainsi une plus grande capacité de formation osseuse. 

Cependant, il est connu que l'induction des gènes associés à la formation de la 

matrice osseuse et aussi à la minéralisation nécessite une réduction de la prolifération 

des ostéoblastes (Owen et al. 1990 ; Stein et al. 1990). Ainsi, il est probable qu'en 

stimulant la prolifération, les LDLOx réduisent la formation osseuse et mènent alors 

au développement de l'ostéoporose. 

6.1.3.Impact des LDLOX sur la mort cellulaire: 

En plus de leurs aptitudes à induire la prolifération, les LDLOx ont également la 

capacité d'induire la mort cellulaire. En effet, de nombreuses études menées au 

niveau cardio-vasculaire ont indiqué qu'à des concentrations élevées, ces 

lipoprotéines vont causer la mort cellulaire en induisant un processus d'apoptose. Ce 

phénomène est retrouvé dans plusieurs types cellulaires, tels que les cellules 

endothéliales coronaires humaines (Li et Mehta 2000), les SMC (Kataoka et al. 2001) 

et les macrophages (Hardwick et al. 1996). De plus, il a récemment été démontré que 

les LDLOx induisent également la mort cellulaire par apoptose des cellules 

ostéoblastiques. En effet, Klein et al. (2003) ont montré qu'il y a une baisse du 

nombre de cellules lorsque la lignée ostéoblastique humaine SaOS est exposée à des 



39 

LDLOx. Cependant, cette même étude montre que les LDL natives induisent des 

effets similaires aux LDLOx. Les auteurs expliquent ce résultat surprenant par la 

possibilité que leurs LDL aient été oxydées durant les étapes de l'isolement des 

lipoprotéines. De plus, ce même groupe a montré que les LDL induisent l'apoptose 

des cellules SaOS en inhibant d'une part la voie de survie cellulaire AKT et 

également en activant la voie d'apoptose mitochondriale (Klein et al. 2006). Par 

contre, le protocole utilisé dans cette étude ne permet pas d'évaluer la masse de LDL 

qui a été mise en contact avec les cellules. Cet aspect est d'autant plus important, 

puisque le niveau d'oxydation des LDL n'a également pas été caractérisé. Ainsi, 

selon le résultat obtenu, il est possible qu'une masse importante ait été utilisée, ce qui 

pourrait cette fois-ci expliquer l'effet apoptotique des LDL natives qui ne sont pas 

reconnues pour induire un tel effet. En effet, même en considérant que les LDL 

utilisées ne soient que très peu oxydées, la présence d'une masse importante 

augmente les risques de transfert de lipides oxydés aux cellules et ainsi les effets 

néfastes pouvant en résulter. Récemment, une étude a montré qu'il y a une 

augmentation du nombre d'ostéoblastes en apoptose retrouvés au niveau de l'os de 

souris normales mises sous diète athérogénique ; cet effet causé par la diète étant 

encore plus marqué pour les souris déficientes en apoE. Ce résultat suggère donc que 

des conditions athérogéniques (niveaux de LDL élevés) entraînent la mort des 

ostéoblastes. Cette hypothèse est supportée par la démonstration que les ostéoblastes 

provenant de cultures primaires d'os de souris déficientes en apoE montrent des 

signes d'apoptose accentués comparativement aux cellules contrôles exposées aux 

LDLOx (Hirasawa et al. 2007). Cette augmentation de mort cellulaire est corrélée 

avec une hausse d'expression protéique de la protéine p53. Ainsi, l'induction de p53 

serait responsable de l'apoptose induite par les LDLOx au niveau des ostéoblastes de 

souris ApoK/-. Il est cependant important de mentionner qu'il y a de nombreuses 

voies de signalisation apoptotique induites par les LDLOx qui ont été identifiées dans 

différents types cellulaires. Ainsi, il reste encore beaucoup à faire afin de caractériser 
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les différents mécanismes menant à la mort des ostéoblastes induite par les LDLOx. 

Ceci constitue donc un aspect qui sera exploré dans le présent projet de doctorat. 

Malgré le fait que les LDLOx puissent être modifiées autant au niveau de leur partie 

protéique que lipidique, leur toxicité est généralement associée à la fraction lipidique 

ayant été oxydée (Negre-Salvayre et al. 1990). En effet, les LDLOx contiennent une 

très grande variété de composés lipidiques qui sont nocifs pour la cellule. Cette 

grande variété de lipides oxydés rend difficile la détermination de la contribution 

relative de chacun dans l'effet apoptotique des LDLOx. Lorsque les LDLOx se lient 

à leurs nombreux récepteurs présents à la surface cellulaire, les lipides oxydés 

contenus dans les LDLOx pourraient probablement être transférés à la membrane 

plasmique et entraîner la mort en interagissant avec les composés de la membrane 

(Kaplan et Aviram 2000). Cependant, il a été démontré que l'internalisation des 

LDLOx par les cellules est requise pour que ces dernières aient un effet cytotoxique 

(Negre-Salvayre et al. 1990). Ainsi, il est plus probable que les effets toxiques 

proviennent davantage d'une accumulation cellulaire de composés nocifs suivant la 

prise des LDLOx par l'intermédiaire de leurs récepteurs cellulaires. D'ailleurs, 

plusieurs études ont montré que les LDLOx prises par les cellules sont dirigées vers 

les compartiments lysosomaux où elles s'accumulent. En effet, il a été montré qu'il y 

a une accumulation de cholestérol libre dans les lysosomes de macrophages exposés 

aux LDLOx (Maor et al. 1995 ; Podrez et Aviram 1994). Cette accumulation est 

causée par l'incapacité des enzymes lysosomales à hydrolyser le cholestérol estérifié 

des LDLOx, puisque ces lipoprotéines inactivent les enzymes présentes à l'intérieure 

des lysosomes (Lougheed et al. 1991 ; Hoppe et al. 1994). Un autre processus 

expliquant cette accumulation réside dans le fait que le cholestérol des LDLOx est 

résistant un processus d'efllux de cholestérol (Yancey et Jerome 2001). De plus, il a 

été rapporté que la partie protéique des LDLOx est dégradée de manière moins 

efficace que celle des LDL acétylées et qu'ainsi il y a accumulation d'apolipoprotéine 

B dans les compartiments lysosomaux (Jessup et al. 1992). Cette dégradation moins 
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efficace a également été observée par le groupe de madame Brissette qui a démontré 

que la dégradation des LDLOx est moins accentuée comparativement à cel1e des LDL 

natives au niveau des cel1ules HepG2 (Rhainds et al. 1999). Ainsi, cette 

accumulation 1ysosomale a pour effet d'entraîner une perte de l'intégrité 

membranaire des lysosomes. En effet, il a été démontré que les lysosomes des 

macrophages sont endommagés lorsque ces cel1ules sont exposées à des LDLOx 

(Yuan et al. 1997). Cette perte d'intégrité des parois lysosomales pourrait ainsi être 

impliquée dans les effets apoptotiques, puisque la rupture des membranes des 

lysosomes en présence des LDLOx mène à la libération dans le cytosol et le noyau 

des différentes enzymes lysosomales, tel1es que les cathepsines B, D et L (Li et Yuan 

2004). De plus, il a été démontré que la perméabilisation lysosomale et donc la 

libération des enzymes mènent à l'apoptose par l'intermédiaire d'une voie 

dépendante des mitochondries (Boya et al. 2003). li a aussi été rapporté que 

l'inhibition de l'expression de la cathepsine D empêche la mort des neuroblastomes 

causée par le peroxyde d'hydrogène qui induit une perte d'intégrité lysosomale 

(Castino et al. 2007). Cependant, l'implication des enzymes lysosomales dans 

l'apoptose induite par les LDLOx n'a pas encore été démontrée directement. 

6.1.3.l.EfTets protecteurs des HDL : 

Il est bien connu que les HDL sont associées à des effets cardio-protecteurs. En effet, 

il existe une corrélation inverse entre les niveaux de HDL plasmatiques et le 

développement des maladies cardio-vasculaires (Gordon et al. 1998). Cependant, il 

s'avère que la situation n'est pas aussi claire en ce qui concerne l'impact des HDL sur 

le tissu osseux. En effet, contrairement à l'effet bénéfique des HDL au niveau 

cardiaque, certaines études ont rapporté une corrélation inverse entre les niveaux de 

HDL plasmatiques et la densité minérale osseuse (Majima et al. 2008 ; Martinez

Ramirez et al. 2007). Toutefois, en opposition, d'autres études proposent plutôt une 

corrélation positive (Dennison et al. 2007 ; Solomon et al. 2005 ; Yamaguchi et al. 

2002) et ainsi un effet bénéfique potentiel des HDL sur l'intégrité du tissu osseux. 
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De plus, en accord avec une action positive des HDL sur la masse osseuse, il a été 

rapporté que ces lipoprotéines induisent la mort des ostéoclastes et pourraient ainsi 

prévenir la résorption de la matrice osseuse (Luegmayr et al. 2004). Au niveau 

vasculaire, l'effet protecteur des HDL a initialement été associé à la capacité de ces 

lipoprotéines d'assurer le transport inverse du cholestérol (Kwiterovich 1998). Ce 

processus implique, dans un premier temps, un efflux de cholestérol en surplus à 

partir des différentes cellules périphériques vers les HDL. Par la suite, les HDL 

permettent l'élimination de ce cholestérol de l'organisme en l'acheminant au foie. 

Par contre, les HDL ont de nombreuses autres propriétés anti-athérogéniques. L'une 

d'entre elles est leur capacité d'empêcher l'oxydation des LDL. En effet, les HDL 

transportent de nombreuses enzymes qui empêchent la formation des produits 

d'oxydation bioactifs au niveau des LDL. De plus, les différents antioxydants 

transportés par les HDL peuvent interrompre la cascade d'évènements menant à 

l'oxydation des LDL (Navab et al. 2004). Les HDL ont également une action 

bénéfique au niveau de l'endothélium par leur habilité à induire la formation de NO 

qui est reconnu pour induire la vasodilatation des artères (Ramet et al. 2003) 

Une autre propriété importante des HDL est leur habilité à inhiber la mort cellulaire 

induite par les LDLOx. À cet effet, les HDL semblent pouvoir inhiber la mort induite 

par les LDLOx par différents mécanismes. Notamment, il a été rapporté que les HDL 

inhibent l'apoptose des cellules monocytaires RAW264.7 en induisant l'efflux de 

cholestérol et ainsi en empêchant l'accumulation de cholestérol causée par la 

présence des LDLOx (Jiang et al. 2006). Il a également été démontré que les HDL 

préviennent l'entrée de calcium impliquée dans l'apoptose induite par les LDLOx au 

niveau des cellules endothéliales (Suc et al. 1997). L'inhibition de la mort cellulaire 

induite par les LDLOx pourrait également être due à la capacité des HDL à induire 

des voies de signalisation favorisant la survie cellulaire. L'une de ces voies implique 

l'activation de la protéine kinase phosphoinositol-3 (PI3-K) qui va ensuite entraîner la 

phosphorylation d'AKT qui est reconnue pour favoriser la survie cellulaire (Nofer et 



43 

al. 2001). Cette action protectrice provient en fait des lysosphingolipides transportés 

par les HDL. Ainsi, suite à la liaison des HDL à la membrane cellulaire, ces lipides 

vont lier leurs récepteurs respectifs et ainsi activer la voie de signalisation AKT 

(Kimura et al. 2003). L'activation d'AKT mène également à la stimulation de la 

formation de NO qui pourrait inhiber l'apoptose en empêchant l'activation des 

caspases (Dimmeler et al. 1999). Il a également été démontré que les HDL 

préviennent la génération de ROS induite par les LDLOx (Lee et al. 2005 ; Robbesyn 

et al. 2003). Ainsi, puisque cette production de ROS a été impliquée dans les effets 

apoptotiques des LDLOx (Chen et al. 2007), il est possible que ceci constitue un 

autre mécanisme par lequel les HDL assurent la survie cellulaire. Les antioxydants 

transportés par les HDL pourraient également être impliqués dans cette protection de 

la mort cellulaire. En effet, il a été démontré que la vitamine E inhibe l'apoptose 

induite par les LDLOx au niveau des cellules endothéliales et des cellules 

musculaires lisses (de Nigris et al. 2000 ; Vieira et al. 1998). Ainsi, les HDL étant 

reconnues pour transporter la vitamine E pourraient inhiber la mort cellulaire causée 

par les LDLOx en transférant aux cellules des antioxydants. D'ailleurs, le groupe de 

Sattler a montré que les HDL peuvent transférer par captation sélective la vitamine E 

aux cellules endothéliales (Balazs et al. 2004). Bref, malgré l'ensemble de ces 

actions produites par les HDL, il Y a encore bien peu d'information quant aux 

mécanismes permettant l'inhibition de la mort cellulaire induite par les LDLOx. 

6.2.Récepteurs des LDL oxydées: 

Il existe différents récepteurs scavengers capables de lier et d'effectuer le 

métabolisme des LDLOx. Il y a notamment le récepteur scavenger de classe A qui 

fut le premier à être isolé et cloné (Ling et al. 1997). Par la suite, de nombreux autres 

récepteurs des LDLOx ont été découverts. En effet, jusqu'à présent plus de 10 

récepteurs scavengers ont été décrits (Mertens et Holvoet 2001). Un tableau décrivant 

les ligands et lieu d'expression de ces récepteurs est présenté à la table 1.1. Puisque 

les résultats présentés dans cette thèse pointent en direction d'un récepteur pouvant 
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interagir à la fois avec les lipoprotéines natives et oxydées, dans le cadre de cette 

section de l'état des connaissances, nous porterons notre attention sur les récepteurs 

Table 1.1 : Table récapitulative des différents récepteurs scavengers répertoriés. 

Distribution 
Classe Nom Ligands 

Cellulaire 
A SR-A LDLOx, LDLAc Macrophages 

SR-BI Cellules stéroïdogénique 
LDLOx, LDLAc 

Foie
SR-BU HDL,LDL 

Macrophages 
B LDLOx, LDLAc Macrophages 

HDL,LDL Plaquettes
CD36 

Acides gras Cœur 
Cellules apoptotiques Foie 

SR-C
C - 

(Drosophile) 
D Macrosialine LDLOx Macrophages 

CD68 LDLOx Macrophages 
Cellules endothéliales 

E LOX-I LDLOx Cellules musculaires 
Macrophages 

F SREC LDLAc Cellules endothéliales 
CL-Pl LDLOx Cellules endothéliales 

Autres 
SROX-PS LDLOx Macrophages 

Abbréviation: SR-A; Récepteur scavenger de classe A, SR-C ; Récepteur scavenger 
de classe C, CD68 ; Récepteur scavenger de classe D, type 68, LOX-I ; Récepteur 
lectine-l des LDLOx, SREC ; Récepteur scavenger exprimé par les cellules 
endothéliales, CL-Pl, Récepteur collectine du placenta, SROX-PS ; Récepteur 
scavenger des LDLOx et de la phosphatidylsérine. (Modifiée de Itabe, 2003) 



45 

scavengers de classe B envers les LDLOx, puisque les travaux retrouvés dans cette 

thèse concernent l'activité de ces derniers. 

6.2.1. Le « cluster of ditTerentiation 36 » (CD36) : 

Jusqu'à ce jour, le rôle physiologique du CD36 en relation avec les lipoprotéines a été 

essentiellement associé à la captation des LDLOx (Endemann et al. 1993). En effet, 

il a été montré que le CD36 permet la prise et la dégradation des LDLOx dans les 

plaquettes et les macrophages (Oquendo et al. 1989 ; Pearce et al. 1998). Le CD36 

permet ainsi la dégradation de ces lipoprotéines modifiées par une voie passant par 

les lysosomes, puisque cette dégradation est inhibée par l'utilisation de chloroquine 

(Pearce et al. 1998). Par l'utilisation de macrophages provenant de souris déficientes 

en CD36, le groupe de Febbraio a montré une baisse significative de la liaison et de la 

prise des LDLOx comparativement aux macrophages de souris contrôles (Febbraio et 

al. 1999). Similairement, des macrophages provenant de patients n'exprimant pas le 

CD36 lient 40% moins les LDLOx et accumulent aussi 40% moins d'EC que les 

macrophages de sujets normaux (Nozaki et al. 1995). De plus, par l'utilisation d'un 

anticorps anti-CD36 bloquant, il a été démontré que le CD36 est partiellement 

responsable de l'association et de la dégradation des LDLOx au niveau de cellules 

HepG2 (Rhainds et al. 2003) et de plus de 50% de la liaison des LDLOx à des 

macrophages dérivant de monocytes humains (Nicholson et al. 1995). Une autre 

étude a également démontré que la liaison des LDLOx est inhibée par la présence de 

vésicules contenant des phospholipides anioniques (Rigotti et al. 1995). Enfin, dans 

une étude à laquelle j'ai contribué, le groupe de madame Brissette a rapporté par 

l'utilisation de souris déficientes en CD36, que ce dernier est impliqué dans la 

clairance plasmatique des LDLOx (Luangrath et al. 2008). Ainsi, l'ensemble de ces 

études indique clairement que le CD36 est un récepteur qui peut lier et internaliser les 

LDL ayant subies une oxydation. Cependant, malgré le fait que l'expression du 

CD36 ait été rapportée aux niveaux des cellules osseuses (Carron et al. 2000), sa 

fonction dans ce tissu demeure toujours inconnue. 
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6.2.2.Le récepteur scavenger de classe B et de type 1 (SR-BI) : 

Malgré le fait qu'il ait été démontré que le SR-BI est en mesure de lier les LDLOx 

(Acton et al. 1994), très peu d'études jusqu'à présent ont tenté de vérifier si ce 

récepteur avait un rôle majeur à jouer dans le métabolisme de ces LDL modifiées. 

Cependant, de nombreuses études suggèrent que le SR-BI pourrait jouer un rôle 

majeur envers les LDLOx, puisque ce récepteur est retrouvé au niveau des 

macrophages des lésions athéromateuses de souris (Chinetti et al. 2000). De plus, il a 

été rapporté que les LDLOx peuvent se lier avec une affinité modérée à des cellules 

qui expriment un haut niveau de SR-BI, comme les cellules hépatiques (Rhainds et 

al. 1999). Ainsi, des hépatocytes humains en culture primaire sont capables de 

prendre et de dégrader les LDLOx par une voie lysosomale (Edge et al. 1986). Le 

groupe de madame Brissette a également rapporté que les LDLOx peuvent se lier aux 

cellules HepG2, et que cette liaison est inhibée par d'autres ligands du SR-BI. Dans 

cette étude, il a également été rapporté que les LDLOx sont efficacement dégradées 

(Rhainds et al. 1999). Récemment, une étude menée avec des cellules CHO sur

exprimant le SR-BI a clairement démontré que ce dernier est en mesure de lier avec 

une haute affinité les LDLOx et que suite à cette liaison les LDLOx étaient 

internalisées et dégradées par une voie de captation globale (Gillotte-Taylor et al. 

2001). Cependant, il est étonnant de constater l'absence de captation sélective des 

EC présents dans les LDLOx, puisque le SR-BI est connu comme étant un récepteur 

faisant de la captation sélective. Ce dernier résultat contredit aussi les études faites 

par le groupe de Van Berkel qui a démontré in vitro et in vivo que les EC de HDL 

soumises à l'oxydation pouvaient être pris sélectivement par l'intermédiaire du SR-BI 

(Fluiter et al. 1996). De plus, le groupe de madame Brissette a aussi rapporté que les 

EC des LDLOx peuvent être captés sélectivement par les cellules HepG2. Puisque 

cette captation sélective des EC est réduite lorsque les LDL modifiées marquées sont 

co-incubées avec des HDL, LDL, BSA maléylée, il a été suggéré que les SR-BI et/ou 

le CD36 est/sont impliquées) dans la captation sélective des EC provenant des 



47 

LDLOx (Rhainds et al. 1999). Toutefois, les expériences de clairance plasmatique 

effectuées chez des souris déficientes en SR-BI indiquent que ce récepteur n'est pas 

impliqué in vivo dans la captation sélective faite à partir des LDLOx (Luangrath et al. 

2008). Enfin, dans une étude à laquelle j'ai contribué durant ce doctorat, le groupe de 

madame Brissette a montré par l'utilisation de souris déficientes en SR-BI, que ce 

récepteur est impliqué dans la captation sélective des EC des LDL fortement oxydées 

au niveau des cellules hépatiques non parenchymateuses (Bourret, Brodeur et al. 

2006). 

7.Buts et objectifs généraux: 

L'objectif de ce projet de doctorat était dans un premier temps de déterminer si les 

cellules ostéoblastiques sont en mesure d'effectuer le métabolisme des lipoprotéines, 

soit des LDL et HDL, et également de démontrer l'expression et l'implication des 

récepteurs scavengers de classe B (SR-B) dans ce métabolisme probable. 

L'importance d'étudier cet aspect provenait d'une part du fait que des études 

antérieures ont démontré que les lipoprotéines riches en TG (chylomicrons et VLDL) 

jouent un rôle important dans les différentes fonctions des ostéoblastes. Cependant, 

jusqu'à présent aucune étude n'avait été réalisée en lien avec le métabolisme des LDL 

et des HDL qui sont pourtant les lipoprotéines les plus abondantes dans la circulation. 

De plus, tout comme les lipoprotéines riches en TG, les LDL et les HDL sont 

reconnues pour transporter différents composés qui sont vitaux aux fonctions des 

ostéoblastes, tels que l'oestrogène et également différentes vitamines lipophiles, telles 

que les vitamines E et K. Il s'avérait donc important d'entreprendre une telle étude 

et ainsi de déterminer la possibilité que ces lipoprotéines assurent l'acheminement du 

cholestérol et de l'oestrogène aux ostéoblastes. En parallèle, il devenait aussi 

important de s'intéresser à l'expression des différents récepteurs scavengers de classe 

B, puisqu'il a été démontré que ces derniers sont très impliqués dans le métabolisme 

des LDL et des HDL. De plus, étant donné que les fibroblastes et les adipocytes 

expriment ces récepteurs et que les ostéoblastes dérivent des mêmes précurseurs, il 
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nous apparaissait plus que probable que les cellules ostéoblastiques expriment 

également les SR-B. Enfin, l'importance de la démonstration de l'expression de ces 

récepteurs par les ostéoblastes est également mise en valeur par le fait que ces 

récepteurs sont reconnus pour être impliqués dans le métabolisme des LDLOx qui 

pourraient potentiellement être impliquées dans l'ostéoporose résultant de conditions 

athérogéniques. Ainsi, pour ce faire, différentes approches ont été utilisées. Tout 

d'abord, pour étudier le métabolisme des LDL et des HDL, ces dernières ont été 

marquées radioactivement afin de pouvoir déterminer le métabolisme autant de la 

partie protéique que de la partie lipidique. Par la suite, des essais de liaison, de 

captation sélective et de dégradation ont été réalisés. Ceci, en vue de déterminer la 

présence de sites de liaison aux lipoprotéines à la surface des ostéoblastes et aussi 

afin de déterminer les mécanismes (captation globale et sélective) permettant la prise 

du cholestérol par les cellules ostéoblastiques. Afin de s'assurer que les résultats 

obtenus n'étaient pas restreints à un seul type de cellules, nous avons eu recours à 

différents modèles ostéoblastiques humains et murins. En vue de démontrer 

l'expression des SR-B, des réactions polymérase en chaîne inversées (RT-PCR) et 

des immunobuvardages ont été réalisés à partir d'extraits cellulaires de l'ensemble 

des types de cellules utilisées. L'implication de ces récepteurs dans le métabolisme 

de ces lipoprotéines a été déterminée à l'aide d'expériences de compétition par 

l'utilisation des LDLOx qui sont des ligands reconnus de ces récepteurs. Enfin, il est 

important de mentionner que des expériences similaires ont été réalisées afin de 

déterminer la capacité des LDL et des HDL à transférer aux ostéoblastes l'oestrogène 

contenue par ces dernières. Pour ce faire, de l'estradiol marquée radioactivement a 

été incorporée dans ces lipoprotéines natives et des essais de captation sélective ainsi 

que de compétition ont été réalisés. L'ensemble des données obtenues a permis 

l'écriture d'un article (Chapitre II) qui fut accepté et publié dans la revue The Journal 

ofBane and Mineral Research. Cet article fut par la suite le sujet d'un commentaire 

positif sous forme de lettre à l'éditeur dans cette même revue (Annexe 1). 



49 

Suite à la démonstration de l'expression de récepteurs aux LDLOx à la surface des 

ostéoblastes (Chapitre II), notre intérêt s'est porté vers le métabolisme des LDLOx 

par les cellules ostéoblastiques, et par le fait même sur l'impact de ce métabolisme 

sur la survie de ces cellules. Malgré le fait que quelques études aient rapporté que les 

LDLOx puissent induire la prolifération et également la mort cellulaire, la 

caractérisation de ces effets demeure passablement sommaire. De plus, étant donné 

que la prise cellulaire de ces lipoprotéines est reconnue pour être un mécanisme 

important dans l'induction des effets toxiques, il nous apparaissait donc primordial 

d'une part de caractériser le métabolisme des LDLOx par les ostéoblastes afin de 

déterminer la capacité de ces cellules à internaliser ces lipoprotéines modifiées. Pour 

ce faire, les LDLOx ont été marquées radioactivement au niveau de leur partie 

protéique et lipidique et des essais de dégradation, d'association protéique et lipidique 

ont été réalisés afin de déterminer les mécanismes qui pourraient permettre la prise 

des LDLOx. En parallèle, nous avons utilisé différentes approches expérimentales en 

vue de déterminer les effets des LDLOx sur la survie des ostéoblastes. Ainsi, des 

essais de transformation mitochondriale du jaune de tétrazolium (MTT), des 

expériences d'incorporation de thymidine, d'externalisation de la phosphatidylsérine, 

de fragmentation d'ADN et des marquages à l'acridine orange ont été réalisés afin de 

déterminer l'impact des LDLOx sur la survie, la prolifération et la mort des 

ostéoblastes. De plus, pour établir un lien entre le métabolisme des LDLOx et les 

effets sur la viabilité cellulaire, nous avons eu recours à la chloroquine qui est un 

agent permettant d'inhiber l'activité de dégradation lysosomale des lipoprotéines; 

l'inhibition d'une partie de ce métabolisme permettant ainsi de voir une augmentation 

ou une diminution des effets des LDLOx. Enfin, étant donné que dans la circulation 

les niveaux des LDLOx sont relativement bas, il nous apparaissait peu probable que 

des quantités appréciables de ces particules puissent entrer en contact avec les 

cellules ostéoblastiques. Ainsi, nous avons émis l'hypothèse que la présence des 

LDLOx au niveau du tissu osseux soit causée par une oxydation des LDL par les 

ostéoblastes. Nous avons donc étudié la capacité de ces cellules à induire l'oxydation 
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des LDL. Pour ce faire, les LDL incubées en présence d'ostéoblastes ont été 

caractérisées par l'utilisation de gels agarose-barbital et les niveaux des produits 

d'oxydation ont également été évalués. L'ensemble des données obtenues a permis 

l'écriture d'un article (Chapitre III) qui fut accepté et publié dans la revue Free 

Radical Biology and Medicine. Cet article fut également le sujet d'un commentaire 

positif dans cette même revue (Annexe II). 

Étant donné la démonstration des effets toxiques des LDLOx sur les ostéoblastes 

(Chapitre III), nous avons ensuite évalué la possibilité d'inhiber ces effets nocifs. 

Ainsi, puisque les HDL sont reconnues pour avoir des actions cardio-protectrices, 

nous avons émis l'hypothèse qu'elles pourraient jouer un rôle similaire au niveau de 

l'os. Ceci est appuyé par la démonstration que les HDL ont la capacité d'inhiber la 

calcification vasculaire et qu'une corrélation positive a été établie entre les niveaux 

de HDL plasmatiques et la densité minérale osseuse. De plus, quelques études au 

niveau des cellules vasculaires ont montré que les HDL inhibent les effets 

cytotoxiques des LDLOx. Donc, nous avons entrepris de détenniner si les HDL 

peuvent inhiber l'apoptose induite par les LDLOx au niveau des cellules 

ostéoblastiques. Pour ce faire, nous avons déterminé l'impact de la présence de HDL 

sur les effets toxiques des LDLOx par l'utilisation d'essais MTT et d'expériences 

d'externalisation de la phosphatidylsérine. De plus, étant donné la démonstration que 

le métabolisme des LDLOx joue un rôle important sur la viabilité ostéoblastique 

(Chapitre III), nous avons porté notre attention sur l'impact des HDL sur ce 

métabolisme. Ainsi, des essais de compétition ont été réalisés. Nous avons 

également évalué l'impact des HDL sur le métabolisme des LDLOx en pré-incubant 

les ostéoblastes avec des HDL et en observant ensuite le métabolisme des LDLOx par 

des essais d'association protéique et lipidique. Pour compléter l'analyse de ce 

métabolisme pouvant possiblement être modifié par les HDL, les niveaux 

d'expression des récepteurs des LDLOx ont été évalués, ainsi que l'intégrité 
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lysosomale. Les données obtenues ont permis l'écriture d'un article qui a été soumis 

à la revue Journal ofCellular Biochemistry. 



CHAPITRE II 

Scavenger receptor of class B expressed by osteoblastic cells 
are implicated in the uptake of cholesteryl ester and 

estradiol from LDL and UDL3

Mathieu R. Brodeur!, Louise Brissette2
, Louise Falstraulr, Vilayphone
 

LuangrathZ, and Robert Moreau!
 

lLaboratoire du métabolisme osseux, 2Laboratoire du métabolisme des lipoprotéines, 

Ce chapitre présenté sous forme d'article scientifique, qui fut accepté pour 

publication dans la revue The Journal ofBane and Mineral Research, est le résultat 

d'un travail d'équipe. Ainsi, les cultures cellulaires (lignées et primaires), les 

immunobuvardages, les RI-PCR, les marquages à l'estradiol des lipoprotéines et la 

réalisation des essais d'association protéique et lipidique, de dégradation et de 

compétition furent réalisés par l'auteur de cette thèse (M. Brodeur). Les résultats 

concernant la localisation cellulaire des SR-B (figure 2.4) sont le résultat du travail de 

Vilayphone Luangrath. Le marquage des lipoprotéines, autre qu'estradiol, a été 

effectué par Louise Falstrault qui a également contribué en assurant le maintien des 

colonies de souris. J'ai écrit le manuscrit et réalisé les figures et fait les corrections 

en fonction des commentaires judicieux de Louise Brissette et Robert Moreau. Ces 

deux derniers ont également contribué en assurant les supports financier et 

intellectuel essentiels à la réalisation d'un tel travail. 
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ABSTRACT 

Lipoproteins transport many vitamins and hormones which have been shown to 

be necessary for bone formation. However, the metabolism of low and high 

density lipoproteins (LDL and HDL:J) by bone-forming osteoblastic cells remains 

unknown. Here we report that osteoblastic cells express scavenger receptors of 

class B which are implicated in the uptake of cholesterol and estradiol from LDL 

and HDL3• Introduction: The bone tissue is continuously remodeled and its 

integrity requires a balance between osteoclastic bone resorption and osteoblastic 

bone formation. Recent studies have reported the importance of triglyceride-rich 

lipoproteins for the delivery of lipophilic vitamins necessary for normal bone 

metabolism. However, the ability of osteoblastic cells to process LDL and HDL3 and 

the receptors involved remain unknown. Methods: Binding, competition, 

degradation and selective uptake assays with LDL and HDL3 radiolabelled in their 

protein and lipid moieties or with 3H-estradiol were conducted on human osteoblasts 

(MG-63 cell line and primary cultures of human osteoblasts (hOB cells)) and on 

mouse osteoblasts (MC3T3-El cell line and primary cultures of murine osteoblasts 

(mOB cells)). The expression of scavenger receptors by osteoblastic cells was 

determined by RT-PCR and Western immunoblotting, and cellular localization was 

assessed by sucrose gradient fractionation. Results: Osteoblastic cells were able to 

bind, internalize and degrade HDL3 and LDL, and are capable of selectively taking up 

cholesteryl esters (CE) from these lipoproteins. AIso, we provide evidence that 

osteoblastic cells express SR-BI, SR-BIl and CD36 (SR-Bs receptors) and that these 

receptors are localized in membrane lipid rafts or caveolin-rich membranes. The 

selective uptake of CE from LDL and HDL3 by osteoblastic cells was strongly 

competed by the known SR-B ligand oxidized LDL indicating that SR-B receptors 

are responsible for the selective uptake. Finally, estradiol carried by LDL and HDL3 

was selectively transferred to the osteoblastic cells also via SR-B receptors. 

Conclusion: Overall, our results suggest a novel mechanism for the routing of 
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cholesterol and estradiol to osteoblasts involving the metabolism of LDL and HDL3 

by SR-B receptors. 

2.1. INTRODUCTION 

Osteoporosis is regarded as the loss of equilibrium between osteoblastic and 

osteoc1astic functions characterized by increased osteoc1ast-mediated bone resorption 

over bone formation by osteoblasts leading to reduced bone mass, lower mineraI 

density, and thereby higher bone fragility and susceptibility to fractures. Although 

the exact etiology of osteoporosis remains to be c1arified in numerous cases, sorne 

risk factors have been identified such as the loss of gonadal hormonal function 

(Jerome 2004), hyperparathyroidism (Chapuy et al. 1996), the alterations of intestinal 

and renal functions (Frankenfeld et al. 2006 ; Sprague et al. 2007), and medical 

treatments (the long-term use of glucocorticoids) (De Vries et al. 2007). Recently, 

epidemiologic studies have also revealed a correlation between atherosc1erosis and 

the development of osteoporosis (Barengolts et al. 1998 ; Shiraki et al. 1997 ; Uyama 

et al. 1997). Indeed, it is weil established that cardiovascular diseases are directly 

related to plasma concentrations of LDL cholesterol (Castelli et al. 1977), and a 

number of studies have recently demonstrated that bone metabolism is also affected 

by blood cholesterol levels. More specifically, it was shown that patients with lower 

bone density and osteoporosis present higher lipid levels (Barengolts et al. 1997 ; 

Laroche et al. 1994 ; Uyama et al. 1997), that an atherogenic high-fat diet reduces 

bone formation in atherosc1erosis-susceptible C57BLl6 mice (Parhami et al. 2001), 

and that cholesterol lowering drug statins promote bone formation and are associated 

with a marked reduction of bone fractures (Edwards et al. 2000 ; Meier et al. 2000 ; 

Schoofs et al. 2000). However, both observations and clinical studies on this last 

topic generated conflicting results and the beneficial effect of statins on bone 

metabolism remains therefore under debate (Rizzo et al. 2004). Relationships 

between lipoprotein metabolism and normal bone remodelling have also been 
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reported. Indeed, human osteoblasts have been found to express receptors of the 

LDL-receptor (LDLr) family which have the ability to take up triglyceride-rich 

lipoproteins (TRL) through an endocytotic pathway O~iemeier et al. 2004). The 

uptake of these lipoproteins is believed to allow the delivery of dietary vitamin K to 

the bone given that it was shown that lipoprotein-associated vitamin K is internalized 

by the osteoblasts ~ewman et al. 2002). This uptake is thought to be apoE

dependent since osteoblasts from apoE-deficient mice show less uptake of vitamin K

containing TRL which results in osteocalcin functional defect due to the impairment 

of vitamin K-dependent carboxylation of osteocalcin (Schilling et al. 2005). 

Although the experimental findings described above demonstrate that lipoproteins are 

important to normal bone metabolism, little is known about how bone cells 

metabolize lipoproteins. 

LDL and HDL are the most abundant lipoprotein classes of the plasma and may 

therefore be important in the routing of cholesterol to the osteoblastic cells. In 

addition to their role in cholesterol transport, LDL and HDL are also carriers of 

lipophilic vitamins such as vitamins E and K. The former vitamin is an antioxidant 

with various beneficial effects on bone metabolism (Maggio et al. 2003 ; Turk et al. 

2004 ; Zhang et al. 2006), while the later is required for osteocalcin carboxylation 

(pan et al. 1985). It has been shown that estrogens can become associated with LDL 

after esterification (Leszczynski et al. 1990 ; Tang et al. 1997) and that this 

association increases the LDL particle resistance to oxidation (Shwaery et al. 1997 ; 

Shwaery et al. 1998). Moreover, recently, Smart's group demonstrated that HDL 

deliver estradiol to human endothelial cells (Gong et al. 2003). This capacity of 

lipoproteins to transport estrogens in the blood circulation is an important research 

field given the weil known importance of estrogens on bone metabolism. Plasma 

levels of LDL cholesterol are in large part regulated via the LDLr, which mediates 

the uptake of LDL through a well-defined process involving endocytosis and 

degradation of the entire LDL particle (Brown et al. 1986; Goldstein et al. 1974). In 
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contrast, uptake of HDL cholesterol seems to be accomplished by another pathway 

designated as selective uptake, which involves the extraction of cholesteryl esters 

(CE) from lipoproteins without concomitant degradation of their apolipoproteins 

(Acton et al. 1996). Although selective uptake is usually associated with HDL 

cholesterol, evidence suggests that this pathway may also act on other lipoproteins, 

such as LDL (Brissette et al. 1996 ; Green et al. 1991 ; Rhainds et al. 2003 ; 

Swarnakar et al. 1999) and oxidized LDL (OxLDL) (Rhainds et al. 1999). This 

selective uptake process is usually associated with the scavenger receptor class B type 

1 (SR-BI). SR-BI is a highly glycosylated cell surface receptor mainly expressed in 

steroidogenic organs and liver (Acton et al. 1996 ; Landschulz et al. 1996). 

Interestingly, it was shown that fibroblasts and adipocytes, which share common 

precursor cells with the osteoblasts, also express SR-BI (Duong et al. 2006 ; Yvan

Charvet et al. 2007). This receptor is able to binds native lipoproteins (LDL and 

HDL), but was initially found as a receptor for maleylated bovine serum albumin (M

BSA) and modified LDL (oxidized or acetylated) (Acton et al. 1996 ; Calvo et al. 

1997). SR-BI is now recognized as a physiological receptor for HDL that mediates 

bi-directional flux of cholesterol and other lipids between HDL and cells (Brodeur et 

al. 2005 ; Brundert et al. 2005 ; Ji et al. 1997 ; Out, Hoekstra et al. 2004). Although 

less efficient, an alternative rnRNA splicing variant of SR-BI, called SR-BIl, 

differing by an entirely different C-terminal cytoplasmic tail was more recently 

identified (Webb et al. 1998). The cluster of differenciation-36 (CD36) is another 

SR-B receptor and, as SR-BI, CD36 has the ability to selectively take up CE from 

HDL but with a much lower efficiency (Connely et al. 1999 ; Gu et al. 1998). 

Although CD36 has a broad range of ligands, the physiological role of the CD36 

towards lipoproteins is essentially associated to the uptake of OxLDL (Nozaki et al. 

1995 ; Podrez et al. 2000). 

The primary aim of the current study was to determine if osteoblastic cells can bind, 

internalize and metabolize LDL and HDL and thereafter to determine the expression 



57 

of the SR-B receptors and related functions in osteoblasts. We also attempted to 

determine if estradiol associated with lipoproteins couId be transferred to osteoblasts. 

We found that osteoblastic cells can bind, internalize and degrade LDL and HDL and 

that osteoblasts express scavenger receptors SR-BI, SR-BI! and CD36. We also show 

that osteoblastic cells are able to selectively take CE from LDL and HDL3 and that 

SR-B receptors are responsible for this process. We also demonstrate for the ftrst 

time that LDL and HDL3 can deliver estradiol to the osteoblastic cell by a selective 

uptake process. 

2. EXPERIMENTAL PROCEDURES 

2.1. Materials : 

Human (MG-63) and mouse (MC3T3-E1) osteoblast-like cell lines were obtained 

from the American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Normal 

human osteoblasts (hOB) were purchased from PromoCell (Heidelberg, Germany). 

Dulbecco's Modifted Eagle's Medium-F12 without phenol was bought from Sigma 

(St Louis, MO, USA). Glutamine, trypsin, alpha-MEM, penicillin-streptomycin 

solution and enhanced chemiluminescence substrate were purchased from Invitrogen 

Life Technologies (Burlington, Ontario, Canada). Foetal bovine serum (FBS) was 

purchased from Cansera (Etobicoke, Ontario, Canada). 1,2-eHJ-cholesteryl oleate (50 

mCi/mmol) was bought from Amersham Pharmacia Biotech (Laval, Quebec, Canada) 

and 125Iodine (as sodium iodide, 100 mCi/mmol) was bought from ICN Biomedicals 

(Montreal, Quebec, Canada). 2,4,6,7,16,17-eH]-estradiol (87 mCi/mmoI) was bought 

from Perkin Elmer Life Sciences (Woodbridge, Ontario, Canada). Polyclonal 

antibodies against SR-BI, SR-BIT and CD36 were from Novus Biologicals (Littleton, 

CO, USA). Goat anti-rabbit IgG coupled to horseradish peroxidase was from Chemicon 

(Temecula, CA, USA). Ali other chemicals were from Sigma (St. Louis, MO, USA). 
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2.2. Primary culture of mouse osteoblasts (mOB) : 

Mouse osteoblasts (mOB) were isolated from wild type C57BL/6 mice purchased from 

Charles River (Boston, MA, USA). Briefly, animaIs were killed accordingly with 

protocols approved by the Animal Care and Use Committee of the Université du 

Québec à Montréal (No. 0507-582-0408) and tibias were retrieved. Thereafier, bone 

explants were washed free of blood, cut in small fragments and washed 2 times with 

alpha-MEM with phenol (a-MEM). These bone pieces were then digested three 

times with collagenase type l (1 mg/ml in a-MEM) for 20, 20, and 40 min. Afier, the 

pieces were washed 2 times with a-MEM supplemented with 10% FBS and then 

placed in 100 mm culture dishes. Digested bone fragments were cultured until cells 

outgrowth and reach confluence within 21 to 28 days in culture. At confluence, cells 

were harvested and seeded at 15 000 cellslcmz in 12-well plates and cultured for 7 

days. 

2.3. Cell culture: 

Human osteoblasts (MG-63 and hOB) and MC3T3-El cells were grown in 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium-F12 without phenol (DMEM-FI2) or a-MEM 

respectively, supplemented with 10% FBS, 100 units/ml penicillin, 100 !lg/ml 

streptomycin and 2 mM glutamine. Cells were cultured in 5% COz at 37 oC and were 

harvested once a week with Trypsin-EDTA solution (Invitrogen, Burlington, Ontario, 

Canada). For experiments, cells were trypsinized, seeded at 2500 cells/cmz (MG-63) 

or 10 000 cells/cmz (MC3T3-El and hOB) in 12-well plates and cultured for 5 days. 

2.4. Isolation and radiolabeHing of lipoproteins : 

Lipoproteins were isolated from human plasma obtained from Bioreclamation 

(Hicksville, NY, USA). Before the isolation, the plasma was adjusted to 0.01% 

ethylenediamine tetraacetate (EDTA), 0.02% sodium azide and 10 !lM 

phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF). Human LDL (d = 1.025-1.063 g/ml), and HDL3 
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(density 1.125-1.21 g/ml) were prepared by ultracentrifugation as described by Brissette 

et al. (1996). Both lipoproteins contained no detectable amount of apoE as assessed by 

immunoblotting. Lipoproteins were iodinated by a modification (Langer et al. 1972) of 

the iodine monochloride method of McFarlane (1948). Briefly, 1 mCi of sodium 

12\odide was used to iodinate 2.5 mg of lipoprotein in the presence of 30 nmoles (10 

nmoles for HDL3) of iodine monochloride in 0.5 M glycine-NaOH, pH 10. Free iodine 

was removed by gel filtration on Sephadex G-25 followed by dialysis in Tris-buffered 

saline (TBS). The specifie radioactivity ranged from 100,000 to 250,000 cpm/~g 

protein. LDL and HDL3 were labelled with 1,2-eH]-cholesteryl oleate essentially as 

described by Roberts et al. (1985). Thereafter the labelled lipoproteins were reisolated 

by ultracentrifugation. The specifie activity of lipoproteins labelled in CE ranged from 

6,800 to Il,900 cpm/~g protein. For the labelling of LDL and HDL3 with estradiol, 

[2,4,6,7,16,17-3H]estradiol(87 Ci/mmol) in 0.5 M HEPES buffer (pH 7.4) was added 

to 1. 5 mg of lipoproteins diluted in 1ml of TBS and incubated under agitation and 

nitrogen during 24 hours. Labelled lipoproteins were reisolated by ultracentrifugation 

and the specifie activity ranged from 2,000 to 3,500 cpm/~g protein. 

2.5. Lipoprotein modification: 

LDL preparations were dialysed against TBS to remove EDTA before oxidation. 

Standardly OxLDL were prepared as described by Lougheed and Steinbrecher (1996). 

LDL (200 ~g ofproteinlml in TBS) were incubated with 5 ~M CUS04 for 20h at 37°C. 

Oxidation was stopped by the addition ofEDTA (final concentration of 100 ~M) and 

butylated hydroxytoluene (40 ~M final) and the oxLDL were concentrated to 15-20 

mg/ml using Centriplus-100 ultrafiltration devices (Amicon, Oakville, Ont.). Standardly 

OxLDL typically resulted in a 2.8-fold increase in the electrophoretic mobility relative 

to native LDL on 0.5 % agaroselbarbital gels. Mildly OxLDL were obtained after 4 h of 

incubation under similar conditions and showed a 1.5-fold increase in the 

electrophoretic mobility relative to native LDL. 
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2.6. Lipoprotein binding assays : 

The binding assays were conducted on cel1s that were approximately 90% confluent. 

Cells were washed twice with 1 ml of phosphate-buffered saline (PBS) and incubated 

for 2 h at 4°C with 0-50 /lg of protein/ml of 125I-lipoprotein (LDL, OxLDL and 

HDL)) in a total volume of 250 /lI containing 125 /lI of culture medium (2X), 4% 

bovine serum albumin and 25 mM HEPES, pH 7.4 (total binding). Nonspecific 

binding was assessed by the addition of 1.5 mg of protein/ml of unlabelled 

lipoproteins. At the end of the incubation, the cells were washed twice with 1 ml of 

PBS containing 0.2% BSA (pBS-BSA) fol1owed by two washes with 1 ml of PBS. 

The cel1s were then solubilized in 1.5 ml of 0.2 N NaOH. Radioactivity counts in the 

homogenates were obtained with a Cobra II counter (Canberra-Packard), and cel1 

protein content was determined. Specific binding was obtained by subtracting the 

non-specific binding of 125I-lipoprotein from the total binding. The curves generated 

by the specific binding data were transformed into plots of the ratio of cell bound to 

free 125I-lipoprotein vs cel1-bound 125I-lipoprotein by the method of Scatchard (1949). 

Dissociation constants (Kd) and maximum binding capacities (Bmax), representing 

the reciprocal of the slope and the x-axis intercept of the Scatchard plots, respectively 

were obtained with GraphPad Prism software. 

2.7. Competition assays : 

Unlabelled fIDL), LDL and standardly or mildly OxLDL were used as competitors for 

the association curves with 125I-lipoprotein. To measure association under these 

conditions, 125I-lipoprotein (20 /lg protein/ml) was incubated for 2 h at 37 oC with 

cells in the presence of increasing concentrations of unlabel1ed competitors (0-800 

/lg/ml). At the end of the incubation, cell monolayers were processed as mentioned 

above. The 100% specific association value was ca1culated by subtracting the non

specific association data (obtained by the addition of2 mg ofprotein/ml of the proper 

unlabelled lipoprotein) from the total association. 
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2.8. Cellular lipoprotein association and degradation assays : 

Cellular associations of 1251-lipoprotein or 3H-CE-lipoprotein (20 fig of protein/ml) 

were measured at 37°C for 4 h in 12-well plates, as for the binding studies, but 

without HEPES. At the end of the incubation, the dishes incubated with labelled 

lipoproteins were processed as for the binding studies. Radioactivity counts in the 

homogenates were obtained with a cobra II gamma-counter (Canberra-Packard) if the 

cells were incubated with 1251-lipoproteins or with a beta-counter (Wallack-Fisher) if 

they were incubated with eRJCE- or eRJ-estradiol-lipoproteins. The results are 

expressed in micrograms of lipoprotein protein per milligram of cell protein. To 

compare the association of lipoproteins labelled in protein (1251) or in CE eH), the 

association data of 3H-CE-lipoprotein were estimated as micrograms of protein per 

milligram of cell protein (apparent uptake). To achieve this, the specific activity of 

3H-CE-lipoprotein was expressed in counts per minute per microgram of lipoprotein 

protein. The specific association was calculated by subtraeting the non-specific 

association from the total association. Selective uptake ofCE is observed when specific 

eRJCE- or eRJ-estradiol-lipoproteins association minus specific 1251-lipoprotein 

association is greater than zero. To assess degradation, the cells were incubated with 

20 fig ofprotein/ml of 1251-lipoprotein at 37°C for 16 h. At the end of the incubation, 

the medium was collected and trichloroacetic acid (TCA) was added to a final 

concentration of 12%. The degradation was estimated from the non-iodine TCA

soluble fraction of the incubation medium. 

2.9. Reverse-transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) : 

Total RNA from osteoblastic cells was isolated using Trizol (Invitrogen Life 

Technologies, Burlington, Ontario, Canada) according to the manufacturer procedure. 

Complementary DNA (cDNA) was synthesized using RT Omniscript Kit (Qiagen, 

Mississauga, Ontario, Canada) with random hexamer primers and PCR were 

conducted with specific primer sets (human and mouse SR-BI: forward primer 5' 
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ACAACGACACCGTGTCCTTC 3' , reverse pnmer 5' 

GAAGCCTTCGTTGGGTGGGTAGAJ'; human SR-BIT: forward prImer 5'

GGGCTCAGGAGTTCTGAATG-3' , reverse pnmer 5'

CGACTCGCCGTCTCTTTATC-3'; mouse SR-BII: forward prImer 5'

TTACCAAGCCGACGAGAAGT-3', mouse SR-BH reverse pnmer 5'

ACCAAGCCAAAGAACACACC-3' ; human CD36: forward pnmer 5'

ATCTATGCTGTATTTGAATCCGACGT-3', reverse prImer 5'

AATAGGTTGACCTGCAGCCGT-3'; mouse CD36: forward pnmer 5'

GTCCTGGCTGTGTTTGGAGG-3' , reverse pnmer 5'

CTGTGCCATTAATCATGTCGCA-3'. 

2.10. Immunoblotting : 

Total proteins ofMG-63 and MC3T3-E1 cells were extracted by ice cold lysis buffer 

(150 mM NaCI, 50 mM Tris pH 7.4,1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% IGEPAL and 

60 mM Octylglucoside) containing 1 mM Na2V03, 0.1 mM PMSF, 10 I-lg/ml 

Leupeptin, 0.5 mM Benzamidin and 1 I-lg/ml Aprotinin. Proteins (50 ~g) were 

separated on 10% reducing SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes. 

Immunodetections were performed with anti-SR-BI, SR-BU or CD36 polyclonal 

antibody (Novus Biologicals, Littleton, CO) followed by enhanced 

chemiluminescence detection on Kodak Biomax ML film. 

2.1l. Protein fractionation by discontinuous sucrose gradient: 

MG-63 and MC3T3-E1 cells were fractionated by sucrose gradients. Briefly, three 

100 mm dishes were washed twice with 10 ml PBS and cells were scraped in 2 ml of 

500 mM Na2C03, pH Il. On ice, cells were disrupted by 30 strokes of a 5 ml tight

fitting glass Dounce homogenizer, three 10-second bursts with a Polytron 

homogenizer (Brinkman) and three 20-second sonication bursts at 50% maximum 

power (Branson Sonifier 250). The homogenate was mixed with 2 ml of 85% 
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sucrose in morpholinoethanesulfonic acid (MES)-buffered saline (rvffiS), pH 6.5 in a 

12 ml ultracentrifuge tube. The top was layered with 4 ml of 35% sucrose in rvffiS 

plus 250 mM Na2C03 and 4 ml of 5% sucrose in rvffiS-Na2C03. Gradients were 

centrifuged at 190,000 g for 18 hours at 4°C in an SW41 rotor (Beckman). Twelve 1 

ml fractions were collected from the top. Lipid rafts floated at the 5-35% sucrose 

interface (fractions 4-6). Proteins of fractions 1-12 were precipitated with 21 % TCA 

and suspended in 100 J..tl 0.2 N NaOH plus 1% SDS for immunoblotting. Fraction 13 

(pellet) was suspended in 100 ~l rvffiS, pH 6.5. Aliquots of each fraction (50 ~l) 

were loaded on gels. Ali fractions were analyzed by immunoblotting for SR-BI, SR

BU, CD36 and caveolin-l. 

2.12.0ther methods : 

Protein content was detennined by the method of Lowry (1951) with BSA as standard. 

Student's t test was used to obtain statistical comparison of the data. Differences were 

considered significant at P<O.05. 

3.RESULTS 

3.1. Binding of lipoproteins to osteoblastic cells : 

In order to determine the presence of cell surface receptors for lipoproteins on 

osteoblastic cells, typical binding experiments were conducted using MG-63 and 

MC3T3-El cells. For ail ligands, saturation or beginning of saturation was obtained 

at the highest concentration tested (50 ~glml) (data not shown). The binding 

parameters (Table 2.1) obtained for 125I_LDL revealed the presence of high-affinity 

binding sites, as demonstrated by Kd values ranging from 5.5 ± 0.3 Ilg.mr1 for 

MC3T3-El to 7.2 ± 2.2 Ilg.mr1 for MG-63 cells. To detennine the presence of ceIl 

surface binding sites corresponding to scavenger receptors in osteoblasts, experiments 

were also conducted with OxLDL (weil known ligands for these receptors). An 

oxidative modification of the LDL partic1es diminished significantly its binding 
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Table 2.1 . Parameters of LDL, modified LDL and HDL3 binding to MG-63 and 
MC3T3-El cells. 

Binding assays of 125I-Iabelled lipoproteins to the different osteoblastic cells were 
carried out as described in the Experimental Procedures. Briefly, 125I-lipoproteins (0
50 /-lg of protein/ml) were incubated with cells at 4°C for 2 h. Nonspecific binding 
was estimated by adding 1.5 mg of protein/ml of the proper unlabelled lipoprotein 
and specific binding was calculated by subtracting the nonspecific from the total 
binding. Kd and Bmax were determined from Scatchard plots of the specific binding 
data. Each value represents the mean ± S.E.M. of three to four experiments 
conducted each in duplicate. Statistical differences were determined with a t-test. a 

Statistically different (P<O.OS) from the result obtained with LDL. bStatistically 
different (P<O.OS) from the result obtained with HDL. CStatistically different 
(P<O.OS) from the result obtained with MG-63 cells. 

Bmax 

Kd (/-lg of protein/mg cel! 
Cells Lipoprotein (/-lg of protein/ml) protein) 

LDL 7.18 ± 2.24b 0.046 ± 0.017 
bMildly OxLDL 12.71 ± 2.40a

. 0.085 ± 0.012b 

MG-63 b bStandardly OxLDL 12.31 ± 1.53a
. 0.315 ± 0.058a

. 

HDL 25.93 ± 5.91 a 0.025 ± 0.005 

LDL 5.53 ± 0.26b 0.060 ± 0.026b 

Mildly OxLDL 8.21 ± 1.06a
. 
b 0.138±0.038

MC3T3 
Standardly OxLDL 18.03 ± 9.54a 0.338 ± 0.078a

,b 

HDL 13.60 ± 2.27a,c 0.178 ± 0.035a,c 
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affinity as demonstrated by the increase in .KI values for mildly and standardly 

oxidized LDL in MG-63 and MC3T3 cells (Table 2.1). In contrast to the LDL 

binding parameters, a .KI value of 25.9 ± 5.9 ~g.mrl for HDL3 was obtained, 

indicating a moderate binding affinity of this lipoprotein for MG-63 cell receptors. 

Although the affinity of HDL3 for MC3T3-El cells was also diminished 

comparatively to LDL, '25I_HDL3 affinity was 50% higher for MC3T3-El when 

compared to MG-63 cells. Only comparison of maximum binding capacity (Bmax) 

can be established between native and modified LDL, by assuming that their protein 

molecular mass is identical (550 kDa for native and modified LDL ; 100 kDa for 

HDL3). Thus, it is clear that MG-63 cells can bind more modified LDL than native 

LDL, as demonstrated by a Bmax value 2 and 7 times more elevated for mildly and 

standardly OxLDL, respectively. This more elevated binding capacity for modified 

LDL was also found for MC3T3-El cells. However, these last cells can bind 7 times 

more 125I_HDL3 than MG-63 cells. 

3.2. Competition association assay : 

Although the binding experiments c1early indicate that the tested lipoproteins can 

bind osteoblastic cells, these data do not provide information about the specificity of 

these ligands for the lipoprotein receptors on MG-63 and MC3T3-El cells. We 

therefore conducted competition association assays with '25I_LDL or '25I_HDL. Both 

radioactive ligands were efficiently competed (>90%) by their corresponding 

unlabelled counterpart (Figure 2.1). LDL, mainly recognized to bind to LDLr, seem 

to share a common binding site with HDL3 and standardly OxLDL in MG-63 cells, 

since these 2 ligands displaced approximately 50% of the associated LDL (Figure 

2.1A). In contrast a mild oxidation does not modify the association specificity of 

LDL (Figure 2.1A), indicating that mildly OxLDL conserve their ability to bind the 

same receptors for native LDL. HDL3, a well-defined ligand of SR-BI, was 

efficiently competed by OxLDL (around 60%). This indicates that OxLDL 

recognized to bind scavenger receptors, can bind in large proportion to a receptor 
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Figure 2.1 : Competition curves of 125I_LDL (A) and 125I-BDL3 (B) association 
with MG-63 cells by unlabelled LDL, OxLDL and HDL3. 125I-lipoproteins at 20 
llg protein/ml were incubated with MG-63 cells during 2 h at 37°C in 12-well plates 
in the presence of the indicated concentrations of either unlabelled LDL, üxLDL and 
lIDL3. The value without competitor in each experiment was set as 100%. Each 
point represents the mean ± S.E.M. derived from three to four experiments conducted 
each in duplicate. 
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specific for HDL3, such as SR-BI. LDL was a less efficient competitor of 125I_HDL3 

association comparatively to the reciprocal competition. This may be due to a non

reciprocal cross-competition between HDL and LDL on SR-BI as reported previously 

(Acton et al. 1996). Similar results were obtained with MC3T3-E1 cells (data not 

shown). 

3.3.Mechanisms of lipoprotein uptake and their fate in osteoblastic cells : 

Although previous experiments demonstrated that lipoproteins bind cell surface 

receptors of osteoblastic ceHs, they do not indicate that these cells are able to process 

and metabolize the associated lipoproteins. In order to define the fate of lipoproteins 

in osteoblastic cells, we determined the lipoproteins degradation after incubation 

periods of 16 h. As shown in Figure 2.2A, 125I-LDL-protein was efficiently degraded 

by MG-63 and mOB cells, whereas hOB and MC3T3-E1 cells are 75% less efficient 

(Figure 2.2A). 125I_HDL3 were also degraded by ail osteoblastic cell types tested. 

However, degradation was 2 to 3-fold higher for mOB comparatively to MC3T3-E1 

cells and human osteoblasts respectively (Figure 2.2A). Thus, these results indicate 

that osteoblastic cells are able to bind, internalize and metabolize lipoproteins. 

As cells can acquire lipoprotein-associated lipids by either holoparticle uptake or 

selective uptake, we analysed the contribution of each pathway in osteoblastic cells. 

The cells were incubated with lipoprotein labelled in protein with l251 or in lipid 

moiety with 3H-cholesteryl oleate. CE selective uptake is demonstrated when specific 

3H-CE-lipoprotein association minus specific l25I-lipoprotein association is greater than 

zero. Figure 2.2B indicates that 125I_LDL significantly associate with osteoblastic cells, 

and that the level of association is 5-fold higher for MG-63 than for hOB cells. 

Although LDL protein association was lower (5-fold) in MC3T3-E1 than MG-63 ceHs, 

this association remains 2-fold higher comparatively to mOB cells (Figure 2.2B). While 

our binding assays indicated that MC3T3-E 1 cells bind 7 times more HDL3 than MG-63 

cells, protein association ofHDL3 was similar in ail osteoblastic cells tested 
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Figure 2.2 : Lipoprotein degradation (panel A), 125I-lipoprotein association 
(panel D), 3H-CE-lipoprotein association (panel C) and 3H-CE-Jipoprotein 
association due to cholesteryl ester selective uptake (panel D) in osteoblastic 
cells. Radiolabelled lipoproteins (20 Jlg of protein/ml) were incubated with cells 
during 4 h (selective uptake) or 16 h (degradation) at 37°C in 12-well plates. 
Nonspecific radioactive lipoprotein association was determined by the addition of 
unlabelled lipoprotein at 1.S mg of protein/ml and subtracted from total association. 
3H-CE-lipoprotein association is calculated as apparent protein association since its 
specifie activity is calculated as cpmlJlg of lipoprotein protein. To determine the 
amount of CE association due to selective uptake, protein association was subtracted 
from CE association, both in flg of protein/mg of ceIl protein. Results are shown as 
the mean +/- S.E.M. of 4 experiments conducted in duplicate. Statistical differences 
were determined with a (-test. a Statistically different (P<O.OS) from the result 
obtained with LDL. bStatistically different (P<O.OS) from the result obtained with 
MG-63 cells for hûB and obtained with MC3T3-E1 cells for mûB. 
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(Figure 2.2B). This differenœ may relate to the fact that binding experiments (4°C) 

score only for the portion of œIl surface-associated lipoproteins and not for lipoproteins 

internalized as in association assays (37°C). On the other hand, 3H-CE-LDL association 

was higher (2-3-fold) than the lipid association of HDL3 in aIl œIl lines used, while no 

significant difference was found between CE-LDL association obtained for human 

(MG-63 and hÛB) and mouse (MC3T3-El and mûB) osteoblasts (Figure 2.2C). The 

only difference observed is that CE-HDL3 association is 2-fold higher for hOB 

comparatively to other œIl lines (Figure 2.2C). CE-selective uptake values were also 

obtained by subtracting protein association data from those of CE. LDL and HDL3 

are good CE donors to aIl types of ceIls, although the selective uptake from HDL3 is 3 

times lower than that from LDL (Figure 2.2D). Taken as a whole, selective uptake 

was similar for aIl ceIllines used at the exception of a higher selective uptake activity 

from LDL and HDL3 for hOB cells (Figure 2.2D). 

3.4. Expression of scavenger receptors in osteoblastic cells : 

The competitive association assays and the occurrence of selective uptake highly 

suggest the expression of members of SR-B receptor family in osteoblastic cells. We 

therefore used conventional RT-PCR to detect transcripts for SR-BI, SR-BU and 

CD36. As shown in Figure 2.3A, a specific band could be identified for each 

receptor in aIl ceIllines and osteoblast primary cultures tested. Next, by Western blot 

analysis we determined whether SR-BI, SR-BIT and CD36 proteins are expressed in 

osteoblastic cells. Analysis of cellular protein extracts probed with the antibody 

directed against SR-BI revealed a band of approximately 82 kDa in aIl cells examined 

(Figure 2.3B). The size corresponds with the expected molecular weight of SR-BI 

and the same protein is detected in our positive control, the HepG2 cell (data not 

shown). An antibody specific to SR-BU revealed as expected an 82 kDa protein (75 

kDa for hOB) and a smaller protein of 55kDa that could be an immature form of SR

BH (Figure 2.3B). Osteoblastic cells also express CD36 as demonstrated by the 

detection of a signal at 85 kDa, the expected molecular weight of CD36 (Figure 
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Figure 2.3 : Determination of mRNA and protein expression for SR-BI, SR-BIT 
and CD36 in osteoblastic cells. RT-PCR analysis (A): Total RNA was used for RT
PCR using specifie primers for human or mice SR-BI, SR-BU and CD36 as described 
in Experimental procedures. Representative results are shown for PCR produets from 
MG-63, hüB, MC3T3-El and mOB cells separated on a 2% agarose gel. Western 
blot analysis (B) : Total proteins of osteoblastic cel1s were extracted as described in 
Experimental procedures. Representive results are shown for 50 Ilg of proteins from 
MG-63, hüB, MC3T3-El and mOB cells separated by SDS-PAGE transferred to 
nitrocellulose and immunodetected with anti- SR-BI, SR-BU or CD36 polyclonal 
antibody fol1owed by enhanced chemiluminescence deteetion. 
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2.3B). Interestingly, a 70 kDa pratein is also detected for primary osteoblasts (hOB 

and mOB) that is likely another glycosylated forrn of CD36 (Figure 2.3B). These 

findings indicate that rnRNA and pratein for both SR-BI/SR-BII and CD36 are 

present in human and murine osteoblastic cells. 

Although these results clearly demonstrated that osteoblastic cells express SR-B 

receptors, these data give no information about the cellular localization of these 

proteins. To ensure that these receptors are found at the cellular plasma membrane 

and thereby functional, we performed fractionation of osteoblast proteins by sucrase 

gradients in presence of carbonate. The results presented in figure 2.4A show that 

SR-BI is mainly found in low-density, buoyant fractions (fractions 4-6) of MG-63 

and MC3T3-E 1 cells. These fractions are referred as low-density membrane rafts or 

caveolin-rich membranes as demonstrated by the detection of an emichment of 

caveolin-1 in these fractions (Figure 2.4D). Figure 2.4A also indicates that SR-BI is 

also present in high-density fractions. In contrast, SR-BU is mainly found in denser 

fractions (Figure 2.4B). The antibody used also detects a 110 kDa protein which 

appears as a nonspecific detection. Finally, CD36 is widely spread over the whole 

gradient (Figure 2.4C) as an 85 kDa protein and a 70 kDa protein, that could be an 

immature forrn ofCD36, co-Iocalizes with the 85kDa protein. 

2.5. Cross-competition selective uptake assay : 

The involvement of SR-B receptors in the selective uptake of CE from LDL and 

HDL3 by osteoblastic cells was determined by conducting selective uptake 

experiments in the presence ofdifferent unlabelled SR-B ligands, namely HDL3, LDL 

and modified LDL (OxLDL). As shown in figure 2.5A, CE-LDL selective uptake in 

MG-63 cells was inhibited by 80% and 70% in the presence of unlabelled HDL3 and 

standardly OxLDL, respectively. However, the CE-LDL uptake was less inhibited 

(25%) by the addition ofmildly OxLDL. Similar results were obtained with MC3T3

El cells (Figure 2.5A). In MG-63 cells, 3H-CE-HDL3 selective uptake was also 
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Figure 2.4 : Immunoblotting of MG-63 and MC3T3-El cell proteins fractionated 
by discontinuous sucrose gradient. Osteoblast cell proteins were fractionated with 
detergent-free sodium carbonate discontinuous 5-40% sucrose gradients as described 
in Experimental procedures. The 12 gradient fractions were concentrated with TCA 
and a 50 f.l.l sample of each fraction was loaded on 12% reducing SDS
polyacrylamide gel, transferred to nitrocellulose and immunodetected with anti- SR
BI, SR-Bll, CD36 or caveolin-l polycional antibody followed by enhanced 
chemiluminescence detection.-P=pellet 



73 

ll20 ,A____________ ?ft 120 ,8 _ 
Z UJ - ND compell1or Z ;:;; - ND competitor 
Q ~ 100 = WllhHOl. 0 :.: 100 = WllhLDL 
... .... _ Wllh mildly OxLDL ~ ~ ~ Wllh mllllly OXLDLb ~ 80 = Wllh .Iandardly OXLDL 0 ~ 80 = Wllh standordly OxLOL 

OUJ OUJ 

~~60 * ~~ 
<l:: ... <l:: ... 60 

jH ~=;'!....-__ J=*L--_~ f! ~ +--_-'-=ccJi'llll:'.:.L.---"ILC2*I""L-cL.-_~+-- ..1=i k,=:: 

MG-63 MC3T3-E1 MG-63 MC3T3-E1 

Figure 2.5 : Selective uptakes of 3H-CE-LDL (panel A) and 3H-CE-HDL3 (panel 
B) in the presence of LDL, OxLDL and HDL3 by MG-63 and MC3T3-El ceUs. 
The cells were incubated for 4 h at 37 oC with either 20 Ilg protein/ml of 1251_ 
lipoprotein or 3H-CE-lip0r.rotein with or without 1. S mg/ml of indicated unlabelled 
lipoprotein competitor. 12 I-lipoprotein protein and 3H-CE association were measured 
as described in Experimental procedures. Each value represents the mean +/- S.E.M. 
of 3 experiments condueted in duplicate. • Statistically different (P<O.OS) from the 
result obtained in absence of lipoproteins competitors. 
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inhibited by SR-B ligands, since more than 70% of CE-HDL3 selective uptake was 

competed by addition of LDL or mildly and standardly OxLDL (Figure 2.5B). In 

MC3T3-E1 cells, the CE-HDL3 selective uptake was also similarly competed by the 

presence ofunlabelled SR-B ligands (Figure 2.5B). 

3.6.Uptake of estradiol associated to Iipoproteins (LDL and BDL:J) : 

In addition to their role in the transport of cholesterol, lipoproteins are also carriers of 

estradiol as demonstrated by numerous studies (Gong et al. 2003 ; Leszczynski et al. 

1990 ; Shwaery et al. 1997 ; Shwaery et al. 1998 ; Tang et al. 1997). In order to 

determine if lipoproteins are capable to deliver estradiol to osteoblastic cells, LDL 

and HDL3 were labelled with 3H-estradiol and their protein with 125!. Next, cells were 

incubated with these radiolabelled lipoproteins during 4 hours. Figure 2.6A 

demonstrates that 3H-estradiol associated with LDL was selectively transferred to 

osteoblastic celis, according to the higher 3H-E2-lipoprotein vs 125I-lipoprotein 

associations (data not shown). Although this process was apparent for all osteoblast 

types used, the results show that MC3T3-E1 cells are more efficient to seiectively 

take up estradiol from LDL (Figure 2.6A). 3H-estradiol selective uptake from HDL3 

(Figure 2.6A) also occurs, but than from LDL in MG-63 and MC3T3-E1 cells. 

However, primary osteoblasts (hOB and mOB) are equally efficient to take 

selectively estradiol from LDL and HDL3 (Figure 2.6A). Therefore, these results 

clearly demonstrate that estradiol associated with lipoproteins is selectively 

transferred to osteoblastic cells. 

In order to determine if SR-B receptors are responsible for estradiol selective uptake, 

cross-competition selective uptake assays were conducted with MC3T3-E1 cells. 

Figure 2.6B shows that E2-LDL selective uptake was inhibited by 50% and 70% in 

the presence of unlabelled HDL3 and OxLDL, respectively. 3H-E2-HDL3 selective 

uptake was also inhibited by SR-B ligands, since more than 60% of E2-HDL3 

selective uptake was competed by the addition ofLDL or OxLDL (Figure 2.6B). 
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Figure 2.6: Determination of the uptake mechanism of lipoprotein-associated 
estradiol by osteoblastic cells. Selective uptake of estradiol (A) : Radiolabelled 
lipoproteins (40 Ilg of protein/ml) were incubated with cells in a BSA-free medium 
during 4 h at 37°C in 12-well plates in duplicate. Nonspecific radioactive lipoprotein 
association was determined by the addition of unlabelled lipoprotein at 1.5 mg of 
protein/ml and subtracted from total association. To determine the amount of E2 

association due to selective uptake, protein association was subtracted from ~ 

association, both evaluated in Ilg of protein/mg of cell protein. Results are shown as 
the mean +/- S.E.M. of 3 experiments conducted in duplicate. a Statistically different 
(P<0.05) from the result obtained with LDL. bStatistically different (P<0.05) from 
the result obtained with MG-63 cells for hûB and obtained with MC3T3-El cells for 
mûR Cross-competition selective uptake asscry (B) : MC3T3-El cells were 
incubated for 4 h at 37°C with either 40 Ilg protein/ml of 125I-lipoprotein or 3H-E2
lipoprotein with or without 1.5 mg/ml of indicated unlabelled lipoprotein competitor 
in a BSA-free medium. 125I-lipoprotein and 3H-~-lipoprotein association were 
measured as described in Experimental procedures. Each value represents the mean 
+/- S.E.M. of 3 experiments conducted in duplicate. • Statistically different (P<0.05) 
from the result obtained in absence of lipoproteins competitors. 
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Similar results were also obtained with MG-63 cells (data not shown). Thus, these 

results clearly indicate that SR-B receptors are involved in the selective uptake of 

estradiol associated with LDL and HDL3. 

4.DISCUSSION 

Growing evidence suggests a link between cholesterol and bone metabolism. Indeed, 

a correlation between the development of atherosclerosis and osteoporosis was 

reported (Barengolts et al. 1998 ; Shiraki et al. 1997; Uyama et al. 1997), suggesting 

therefore that one or several common factors are responsible for these il1nesses. 

Moreover, it was shown that lipoproteins rich in triglycerides serve to transport 

lipophilic vitamin K to osteoblasts (Newman et al. 2002 ; Niemeier et al. 2004). 

Although these studies highly suggest that lipoproteins are implicated in osteoporosis 

development and also in osteoblast functions, to date the metabolism of the 

lipoprotein particles by bone cells remains poorly studied. We therefore undertook 

the characterization of the metabolism of LDL and HDL3, 2 important classes of 

lipoproteins, by osteoblasts and also of the receptors implicated in the processing of 

these lipoproteins by osteoblastic cells. 

Our results indicate that osteoblastic cells (MG-63 and MC3T3-E 1) show high

affinity binding sites for LDL (Table 2.1). The data obtained are closely related to 

those published with HepG2 cel1s, which revealed that LDL bind to high-affmity sites 

(:KJ=1.4 /lg.mr l , Bmax = 0.088 /lg.mr l
) identified in latter cells as the LDLr (Rhainds 

et al. 1999). In contrast to LDL, OxLDL and HDL3 have a reduced binding affinity 

for osteoblastic cel1s, suggesting the presence of binding sites on osteoblastic cells 

distinct from the LDLr. In accordance, we found that osteoblasts express more 

binding sites for modified LDL since a higher Bmax value was obtained for OxLDL. 

In order to further determine the identity of these receptors, competition association 

assays were undertaken. As shown in figure 2.1A, HDL3 and standardly OxLDL 
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partially displaced the association ofLDL particles that are recognized to bind LDLr. 

As HDL3 and OxLDL are known ligands for scavenger receptors of class B, it can be 

speculated that LDL bind to LDLr and also to these scavenger receptors. The 

expression of these SR-B receptors by osteoblasts is also supported by the reduction 

of the HDL3 association when incubated in presence of OxLDL (Figure 2.1B). This 

indicates that HDL3 bind in large proportion to receptor(s) for OxLDL, such as SR-B 

receptors. 

As demonstrated by the degradation experiments (Figure 2.2A), these binding sites 

allow the processing of the associated lipoproteins. Indeed, these experiments clearly 

demonstrated that osteoblasts are able to intemalize and metabolize lipoproteins and 

that MG-63 and mOB cells efficiently degrade LDL comparatively to hOB and 

MC3T3-El cells. Obviously, the presence of a high-affinity binding site for LDL in 

MG-63 and MC3T3-El cells leading to LDL degradation (i.e. LDLr) could account 

for this finding. In accordance with the lower efficiency of MC3T3-El cells to 

degrade LDL comparatively to MG-63 ceIls, we found that in contrary to MG-63, 

MC3T3-El cells express a very low level ofLDLr (data not shown). Therefore, the 

low degradation rate ofLDL by hüB cells suggests also that these cells express a low 

level of LDLr. lID~ were also degraded by osteoblasts but the identity(ies) of the 

receptor(s) involved remain(s) unknown. As mentioned previously, the endocytosis 

of a lipoprotein followed by its degradation is not the only process for the routing of 

cholesterol to ceIls, since a CE selective uptake process was demonstrated in many 

cell types. 1'0 further characterize the molecular mechanism of the uptake of LDL 

and HDL3 by osteoblasts, selective uptake experiments were conducted (Figure 2.2B

D). Our results demonstrate for the first time that osteoblasts are able to selectively 

take up CE from LDL and to a lesser extent from HDL3. That can be the 

consequence of the low lipid/protein ratio of HDL3. This process of selective uptake 

highlights a new mechanism that allows the delivery of cholesterol to osteoblastic 

cells. 
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Until now, only the expression of lipoprotein receptors of the LDLr family (LDLr, 

VLDL receptor and LDLr related protein (LRP)) had been reported in osteoblasts 

(Niemeier et al. 2004). Our current results demonstrate for the first time that 

osteoblasts also express SR-B receptors, namely SR-BI, SR-BIT and CD36 (Figure 

2.3). By the use of sucrose gradients, we have also demonstrated that these SR-B 

receptors are localized in low-density fractions referred as plasma membrane rafts 

rich in caveolin as weIl as in the intracellular compartment (Figure 2.4). This was 

particularly evident for SR-BI, but also for SR-BU and CD36, although these last two 

were predominately recovered in the denser fractions corresponding to cytosolic 

proteins. Overall that information reveals that a significant portion of each of the 

class B scavenger receptors are at the plasma membrane and likely functional. These 

receptors appear functional as demonstrated by the binding ofwell known ligands for 

SR-BI and CD36, such as OxLDL and HDL3 (Table 2.1). In addition, the occurrence 

of CE selective uptake, generally attributed to SR-BI but also to SR-BIT and CD36, 

indicates that these receptors are not only expressed but also are functional in 

osteoblatic cells. Finally, the demonstration that CE-LDL and CE-HDL selective 

uptakes were strongly competed by OxLDL (Figure 2.5), a known ligand for SR-B, 

indicates that these receptors (one or two of them) are actively expressed and 

responsible for this selective uptake process in osteoblasts. 

This first demonstration of the expression of SR-B receptors in osteoblastic ceIls 

constitutes a potential novel finding in the comprehension of the correlation between 

atherosclerosis and osteoporosis. It is weIl established that LDL become pro

atherogenic after undergoing oxidative modifications suggesting that OxLDL could 

be also responsible for osteoporosis development. In that regard, OxLDL and 

oxidative products, as oxysterols, inhibit osteogenic differentiation of mesenchymal 

stem cells and preosteoblasts in favour of adipogenic differentiation (Mody et al. 

2001 ; Parhami et al. 1997). A recent study by Klein et al. (2003) also showed that 
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OxLDL cause cell death in human osteoblasts. However, the mechanism(s) and 

pathway(s) (receptor(s» by which OxLDL act on these cells remain unknown. So, 

the demonstration of the SR-B receptors in osteoblasts represents a possible 

mechanism or pathway by which OxLDL may cause their deleterious effects. 

However, further investigations are needed to determine if SR-B receptors are 

involved in the induction of osteoporosis under atherogenic conditions. 

Although SR-BI is mainly recognized for its role in HDL metabolism, it seems that 

this receptor is also implicated in the metabolism of chylomicrons. Indeed, it was 

demonstrated that the down-regulation of SR-BI by a peroxisome proliferator

activated receptor alpha agonist increases hypercholesterolemia in apoE deficient 

mice and restoration of SR-BI expression abolishes the accumulation of apoB-48

carrying remnants in the plasma (Fu et al. 2003). Van Berkel group's also 

demonstrated that association of chylomicrons with hepatocytes from SR-BI deficient 

mice is greatiy reduced compared to hepatocytes from wild-type mice (Out, Kruijt et 

al. 2004). A delayed postprandial response was observed in SR-BI deficient mice 

(Out, Kruijt et al. 2004), while hepatic overexpression of SR-BI in mice leads to a 

faster postprandial response (Out et al. 2005). These studies suggested that SR-BI 

acts as an initial recognition site for chylomicrons that are subsequently intemalized 

by other receptors like LDLr or LRP. Since it was demonstrated that LRPI expressed 

by osteoblasts allow uptake of vitamin K associated with chylomicrons (Niemeier et 

al. 2004), it cao be suggested that SR-BI facilitate the uptake of these lipoproteins 

and vitamin K by osteoblasts, but further investigation are required to resolve that 

Issue. 

It is weil known that estrogens exert many beneficial effects on bone metabolism, but 

the plasma physiological carrier for its delivery to osteoblasts has not been elucidated. 

Although, estrogens are recognized to be transported by sex hormone binding 

globulin (SHBG) (Hammond et al. 1995), it was found that estradiol is also 
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associated and transported by lipoproteins (Gong et al. 2003 ; Leszczynski et al. 1990 

; Shwaery et al. 1997 ; Shwaery et al. 1998 ; Tang et al. 1997). Given that SHBG is 

believed to keep sex steroids inactive and to control the amount of free hormones that 

enter cells by passive diffusion (Mendel et al. 1989), the importance of lipoproteins 

in the transport of estradiol could take much importance. Although, a recent study 

demonstrated that in cultured cells, megalin, an endocytic receptor, acts as a pathway 

for cellular uptake of biologically active androgens and estrogens bound to SHBG 

(Hammes et al. 2005), this lipoprotein receptor pathway for the uptake of estrogen 

seems to be inexistent or inoperative in bone. Indeed, epidemiological studies 

revealed a positive correlation between the concentration of SHBG found in the 

plasma and osteoporosis (Garnero et al. 2000 ; Lormeau et al. 2004). The results 

presented here demonstrate for the first time that estradiol incorporated in LDL and 

HDL3 are transferred to osteoblastic cells. As the association of 3H-E2-label1ed 

lipoproteins is higher than that of their protein counterparts (125I-lipoproteins), it 

appears that the uptake ofthis hormone associated with lipoproteins occurs through a 

pathway c10sely similar to the selective uptake of cholesteryl esters, strongly 

suggesting that at least one of the receptors of SR-B family is implicated in estradiol 

uptake by osteoblastic cells. In accordance, the inhibition of the selective uptake of 

estradiol incorporated in lipoproteins by the presence of unlabelled SR-B ligands 

c1early demonstrated the importance of these receptors in this selective delivery 

(Figure 2.6B). 

Although all of the mechanistic details are not currently known, we propose that the 

SR-B expression by osteoblasts may play a role in the routing of CE and estradiol to 

bone cells. As schematically presented in Figure 2.7, circulating lipoproteins (LDL 

and HDL3) would bind osteoblasts via SR-B receptors present in plasma membrane 

lipid rafts that are rich in cholesterol and sphingolipids. Thereafter, lipoproteins 

selectively transfer their CE and/or estradiol to osteoblastic cel1s and then would 

return to the circulation with a reduced content in CE and estradiol. Therefore, these 
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Figure 2.7: Schematic representation of the selective uptake of CE and estradiol 
associated with Iipoproteins by osteoblastic cells. Lipoproteins (LDL and HDL3) 

in circulation bind to lipid raft-associated SR-B receptors expressed by osteoblasts. 
After this binding, by a mechanism that remains to be detailed in osteoblasts, CE and 
estradiol are transfered from lipoproteins to the cells and thereafter, lipoproteins 
retum to the circulation with a reduced content in CE and estradiot. 
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results point on an important role of the lipoproteins in the routing of cholesterol and 

estrogen to bone cells. This constitutes an important finding given the weil define 

importance of estrogen in bone metabolism. However, more investigations are 

needed to detennine the physiological importance of this estradiol delivery 

mechanism in the osteoblast functions. 

In summary, this study demonstrated that osteoblastic cells express lipoprotein 

binding sites involved in the uptake and metabolism of LDL and HDL3 . It also 

showed that osteoblasts express SR-BI, SR-BI! and CD36 and that these lipoprotein 

receptors are largely implicated in the metabolism ofLDL and HDL3 as evidenced by 

the presence of the selective uptake mechanism. Finally, this study demonstrated that 

estradiol associated with lipoproteins is selectively transferred to osteoblastic cells. 
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CHAPITRE III 

Influence of oxidized LDL on the viability of osteoblastic 
cells. 

Mathieu R. Brodeur!, Louise Brissette2
, Louise Falstraulr,
 

Pascale Oueller and Robert Moreau!
 

[Laboratoire du métabolisme osseux, 2Laboratoire du métabolisme des lipoprotéines, 

Ce chapitre présenté sous forme d'article scientifique, qui fut accepté pour 

publication dans la revue Free Radical Biology and Medicine, est le résultat d'un 

travail d'équipe. Ainsi, les cultures cellulaires, l'oxydation des LDL, les essais de 

dégradation, d'association protéique et lipidique, les essais MTT, les expériences 

d'externalisation de la phosphatidylsérine, d'incorparation de thymidine, de compte 

cellulaire, de fragmentation d'ADN, de marquage à l'acridine orange ont été réalisés 

par l'auteur de cette thèse (M. Brodeur). Les résultats concernant l'oxydation des 

LDL par les cellules ostéoblastiques (Figure 3.8) sont le résultat du travail de Pascale 

Ouellet. Le marquage des lipoprotéines a été effectué par Louise Falstrault qui a 

également contribué en assurant le maintien des cellules HepG2 utilisées pour 

caractériser la capacité de différents types cellulaires à oxyder les LDL (Figure 3.8). 

J'ai écrit le manuscrit et réalisé les figures et fait les corrections en fonction des 

commentaires judicieux de Louise Brissette et Robert Moreau. Ces deux derniers ont 

également contribué en assurant les supports financier et intellectuel essentiels à la 

réalisation d'un tel travail. 



84 

ABSTRACT 

Cardiovascular diseases have recently been mentioned as potential risk factors for 

osteoporosis development. Although, it is poorly understood how these two 

pathologies are related, it is a known fact that oxidized low density lipoproteins 

(OxLDL) constitute potential determinants for both of them. The CUITent study 

investigated the metabolism of OxLDL by osteoblasts and its effect on osteoblastic 

viability. The results obtained show that OxLDL are intemalized but not degraded by 

osteoblasts while they can selectively transfer their CE to these cells. It is also 

demonstrated that OxLDL induce proliferation at low concentrations but cell death at 

high concentrations. This reduction of osteoblast viability was associated with 

lysosomal membrane damage caused by OxLDL as demonstrated by acridine orange 

re-Iocalization. Accordingly, chloroquine, an inhibitor of Iysosomal activity, 

accentuated cell death induced by OxLDL. Finally, we demonstrate that osteoblasts 

have the capacity to oxidize LDL and thereby potentially increase the local 

concentration of OxLDL. Overall, the CUITent study confirms the potential role of 

OxLDL in the development of osteoporosis given its influence on osteoblastic 

viability. 

1.INTRODUCTION 
The bone is a living tissue that is continuously being remodelled. This remodelling 

process implies the breaking down of the bone tissue by the osteoclasts, followed by 

the formation of a new bone tissue accomplishes by osteoblastic cells (Rodan et al. 

2000). Osteoblasts are also involved in the regulation of osteoclastic activity, given 

their capacity to secrete a variety of factors necessary for the regulation of osteoclasts 

formation and activity such as the macrophage-colony stimulating factor (M-CSf) 

(Kodama et al. 1991) and the osteoprotegerin (OPG) (Akatsu et al. 1998 ; Udagawa 

et al. 2000). Adequate osteoblastic proliferation, differentiation, secretory functions 
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or rate of apoptosis are therefore c1early essential not only for bone formation but also 

for the regulation of bone resorption processes. 

A number of epidemiological studies (Barengolts et al. 1998 ; Shiraki et al. 1997 ; 

Uyama et al. 1997) have found relationships between atherosclerosis and 

osteoporosis, suggesting that they possess one or several contributory factors in 

common. One hallmark of cardiovascular diseases is the fact that increased plasma 

concentrations of low-density lipoprotein (LDL) cholesterol are directly related to an 

increased risk of developing coronary artery diseases (Castelli et al. 1977). 

Interestingly, bone metabolism also appears to be affected by blood cholesterol 

levels, given the fact that individuals with lower bone density and osteoporosis also 

present higher lipid levels (Barengolts et al. 1998; Laroche et al. 1994; Uyama et al. 

1997). Other pieces of evidence suggesting a possible role of blood cholesterol in 

bone metabolism regulation include the observation of reduced bone formation in 

atherosclerosis-susceptible C57BL/6 mice maintained under an atherogenic high-fat 

diet (Parhami et al. 2001), and the fact that lipid-Iowering agents (statins), which are 

widely used to lower circulating levels of cholesterol and to prevent atherosclerosis, 

promote bone formation and are associated with a marked reduction in fractures 

(Edwards et al. 2000 ; Meier et al. 2000 ; Schoofs et al. 2004). However, both 

observations and c1inical studies on this topic generated conflicting results and the 

beneficial effect of statins on bone metabolism remains therefore under debate (Rizzo 

et al. 2004). 

Although the importance of cholesterol in the development of osteoporosis has been 

highlighted, it remains unknown how lipids can affect bone metabolism. Given that 

it is weil established that LDL become pro-atherogenic after undergoing oxidative 

modifications (Steinberg et al. 1997), oxidized LDL (OxLDL) would be expected to 

be also responsible for osteoporosis. In this regard, sorne studies have indicated that 

OxLDL can affect the differentiation of cells towards an osteoblastic phenotype. 
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Indeed, OxLDL and oxidative products inhibit osteogenic differentiation of 

mesenchymal stem cells and preosteoblast in favour of an adipogenic differentiation 

(Mody et al. 2001 ; Parhami et al. 1991). A recent study by Klein et al. showed that 

OxLDL caused cell death in human osteoblasts (Klein et al. 2003). The possible 

implication of OxLDL in the development of osteoporosis was further highlighted by 

our previous study, which demonstrated that osteoblastic cells express binding sites 

for OxLDL (Brodeur et al. 2008). 

It is weil established that an oxidation ofLDL results in their loss of interaction with 

the LDL receptor (LDLr). However, OxLDL is a known ligand for members of the 

scavenger receptor family such as the scavenger receptor type B class l (SR-BI) and 

the cluster of differenciation-36 (CD36) (Acton et al. 1996 ; Nicholson et al. 1995). 

In contrast to the well-defined endocytosis and degradation of the entire LDL particle 

by the LDLr (Brown et al. 1986 ; Goldstein et al. 1974), SR-B receptors are 

recognized to mediate cellular lipid uptake from lipoproteins via a selective uptake 

pathway that implies the extraction of the cholesterol esters (CE) from the 

lipoproteins without a concomitant degradation of their apolipoproteins (Acton et al. 

1996). Although selective uptake is usually associated with HDL cholesterol, 

increasing evidence is suggesting that this pathway may also act on other lipoproteins 

such as LDL (Brissette et al. 1996 ; Green et al. 1991) and OxLDL (Rhainds et al. 

1999). In addition to their selective uptake ability, SR-B receptors have shown to 

possess the capacity to take up OxLDL by an endocytosis process (Gillotte-Taylor et 

al. 2001 ; Nozaki et al. 1995 ; Podrez et al. 2000). 

The aims of the CUITent study were 1) to define the metabolism of OxLDL by 

osteoblasts, 2) to evaluate the effects of these modified lipoproteins on osteoblast 

viability and 3) to deterrnine if osteoblastic cells possess the capability to oxidize 

LDL. The results obtained show that osteoblasts can selectively take up CE from 

OxLDL and degrade OxLDL but with lower efficiencies than for LDL. It is also 
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revealed that a low concentrations of üxLDL increases viability and proliferation of 

osteoblasts whereas a high concentration of OxLDL reduces viability, a phenomenon 

probably correlated with the low capacity of osteoblasts to degrade these oxidized 

lipoproteins that couId induced Iysosomal membrane damage. Finally, we also 

demonstrate that osteoblasts are able to oxidize LDL. Overall, the present study 

confirms the potential role of OxLDL in the development of osteoporosis. 

2.EXPERIMENTAL PROCEDURES 

2.1. Materials : 

Ruman (MG-63) and mouse (MC3T3-El) osteoblast-like cell lines were obtained 

trom the American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium-F12 without phenol was bought from Sigma 

(St Louis, MO, USA). Glutamine, trypsin, alpha-MEM, penicillin-streptomycin 

solutions were purchased from Invitrogen Life Technologies (Burlington, Ont. 

Canada). Foetal bovine serum (FBS) was purchased from Cansera (Etobicoke, Ont., 

Canada). 1,2-eH]-cholesteryl oleate (50 mCi/mmol) was bought trom Amersham 

Pharmacia Biotech (Laval, Quebec) and 125Iodine (as sodium iodide, 100 mCi/mmol) 

was bought trom ICN Canada (Montreal, Quebec). eHJ-thymidine (37 mCi/mmol) was 

bought trom Perkin Elmer Life Sciences (Woodbridge, Ontario, Canada) 3-(4,5

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrasodium bromide (MTT), orange acridine and 

chloroquine were purchased from Sigma (Oakville, Ontario, Canada). 

2.2. Osteoblast cell culture: 

MG-63 and MC3T3-El cells were grown in Dulbecco's Modified Eagle's Medium

F12 without phenol (DMEM-FI2) or alpha-MEM with phenol (a-MEM), 

respectively. These medias were supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), 

100 units/ml penicillin, 100 Ilg/ml streptomycin and 2 mM glutamine. Cells were 

cultured in 5% CO2 at 37 oC and were harvested once a week with Trypsin-EDTA 
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(Invitrogen, Buriington, Ontario, Canada). For experiments, cells were trypsinized, 

seeded at 2500 cells/cm2(MG-63) or 10000 cells/cm2 (MC3T3-E1) and cultured for 

5 days prior to the assays. 

2.3. Isolation and radiolabelling of Iipoproteins : 

Lipoproteins were isolated from human plasma obtained from Biorec1amation 

(Hicksville, NY). Before the isolation, the plasma was adjusted to 0.01% 

ethylenediamine tetraacetate (EDTA), 0.02% sodium azide and 10 !lM 

phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF). Human LDL (d = 1.025-1.063 g/ml) was 

prepared by ultracentrifugation as described by Brissette et al. (1996). They were 

iodinated by a modification (Langer et al. 1972) of the iodine monochloride method of 

McFariane (1948). Briefly, 1 mCi of sodium 125iodide was used to iodinate 2.5 mg of 

LDL in the presence of30 nmoles ofiodine monochloride in 0.5 M glycine-NaOH, pH 

10. Free iodine was removed by gel filtration on Sephadex G-25 followed by dialysis in 

Tris-buffered saline (TBS). The specific radioactivity ranged from 100,000 to 250,000 

cpm/!lg protein. LDL was labelled with 1,2-eRJ-cholesteryl oleate essentially as 

described by Roberts et al. (1985). Thereafter the labelled LDL were reisolated by 

ultracentrifugation. The specific activity of LDL labelled in CE ranged from 6,800 to 

Il,900 cpm/!lg protein. 

2.4. Lipoprotein modification: 

LDL preparations were dialysed against TBS to remove EDTA before oxidation. 

Standardly üxLDL (S-üxLDL) were prepared as described by Lougheed and 

Steinbrecher (1996). LDL (200 !-tg of protein/ml in TBS) were incubated with 5 ~ 

CUS04 for 20h at 37°C. Oxidation was stopped by the addition of EDTA (final 

concentration of 100 !lM) and butylated hydroxytoluene (40 !lM final) and oxLDL 

were concentrated to 15-20 mg/ml using Centriplus-100 ultrafiltration devices (Amicon, 

Oakville, Ont.). S-OxLDL (S-OxLDL) typically resulted in a 2.8-fold increase in the 
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electrophoretic mobility relative to native LDL on 0.5 % agaroselbarbital gels. Mildly 

OxLDL (M-OxLDL) were obtained after 4 h of incubation under similar conditions and 

showed a 1.5-fold increase in the electrophoretic mobility relative to native LDL. 

2.5. Oxidation ofLDL by MG-63 cells : 

After MG-63 cells reached confluence in 12-well plates, culture medium was removed 

and the cells were then incubated with 1 ml DMEM-FI2 per weil containing 250 Jlg/ml 

LDL for 24 h. Thereafier, the LDL-containing medium was removed and the amount 

of oxidized lipids in the medium was assessed for TBARS (thiobarbituric acid

reactive substances) using the lipid peroxidation assay kit (Calbiochem) according to 

the manufacturer procedure. 

2.6. Lipoprotein cell association and degradation assays : 

Cell association of 1251-lipoprotein or 3H-CE-lipoprotein (20 Jlg of protein/ml) was 

measured at 37°C for 4 h in 12-well plates. Cel1s were washed twice with 1 ml of 

phosphate-buffered saline (PBS) and incubated in a total volume of 250 JlI containing 

125 JlI of culture medium (2X), 4% bovine serum albumin, pH 7.4 (total binding). 

Nonspecific association was assessed by the addition of 1.5 mg of protein/ml of 

unlabelled li poproteins. At the end of the incubation the cel1s were washed twice 

with 1 ml ofPBS containing 0.2% BSA (pBS-BSA) followed by two washes with 1 

mlofPBS. The cells were then solubilized in 1.5 ml of 0.2 N NaOH. Radioactivity 

counts in the homogenates were obtained with a cobra II gamma-counter (Canberra

Packard) if the cel1s were incubated with 125I-lipoproteins or with a beta-counter 

(Wallack-Fisher) if they were incubated with eHlCE-lipoproteins. The results are 

expressed in micrograms of lipoprotein protein per milligram of cell protein. To 

compare the association of lipoproteins labelled in protein (1251) or in CE eH), the 

association data of 3H-CE-lipoprotein were estimated as micrograms of protein per 

milligram of cell protein (apparent uptake). To achieve this, the specific activity of 
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3H-CE-lipoprotein was expressed in counts per microgram of lipoprotein protein. 

The specifie association was calculated by subtracting the non-specifie association from 

the total association. CE selective uptake is demonstrated when specifie eH]CE

lipoprotein association minus specifie 1251-lipoprotein association is greater than zero. 

To assess degradation, the cells were incubated with 20 !-tg of protein/ml of 1251_ 

lipoprotein at 37°C for 8 h. At the end of the incubation, the medium was coUected 

and trichloroacetic acid (TCA) was used at a final concentration of 12%. The 

degradation was estimated from the incubation medium as the non-iodine TCA

soluble fraction. 

2.7. MTT activity and proliferation assays : 

MTT activity was determined in 96-well plates (Sarstedt) by microtiter tetrazolium 

assay after incubation of native LDL or OxLDL during 24, 48 or 72 h in DMEM-F12 

supplemented with 2% of human serum deficient in lipoproteins (LPDS). Briefly, 

MTT reagent was added to the media at a final concentration of 0.5 mg/ml. Four 

hours later, formazan crystals generated by cellular reduction of the MTT reagent 

were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) for 30 min at 37°C and the absorbance 

was determined at 575nm. Results are expressed as the percentage ofMTT values of 

treated versus control conditions. Thymidine incorporation : MG-63 ceUs were 

seeded in 6-well plates and incubated with native LDL or OxLDL in DMEM-F12 

supplemented with 2% LPDS. 3H-thymidine (37 kBq) was added during the last 2 h 

of the incubation period. The medium was removed, the cell layer was washed once 

with PBS, and the cells were trypsinized. The ceUs were pelleted by low speed 

centrifugation (l,OOOg for 10 min), washed twice with 1 ml PBS, and resuspended in 

lysis buffer (0.5 M NaOH). FoUowing a 30 min incubation at 37°C, the solubilized 

cell Iysates were cooled in an ice bath, and then an equal volume of ice-cold 10% 

TCA was added to precipitate the DNA. The precipitate DNA was washed once with 

5% TCA and solubilized in 0.1 N NaOH. Radioactivity counts were obtained with a 
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beta-counter (Wallack-Fisher). Cel! counts: MG-63 cells were seeded in 6-well plates 

and incubated with native LDL or OxLDL in DMEM-F12 supplemented with 2% 

LPDS. After 24, 48 and 72 h, cells were trypsinized and counted with a 

hemacytometer. 

2.S. Cell death assays : 

Annexin-V stainning : MG-63 ceUs seeded in 6-well plates were incubated with LDL 

or OxLDL (200 flg/ml) in DNlEM-F12 supplemented with 2% LPDS. After 24 and 

48 h, floating and trypsinized adherent cells were collected by centrifugation at 

250 xg for 5 min. Cells were washed with PBS and then incubated with 2 flg of 

propidium iodide (PI) and 10 III of FITC-Annexin V per ml (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Germany) during 15 min at 4°C. At the end of incubation, 400 fll of cold 

PBS were added and cellular FITC-Annexin V and PI fluorescences were detected by 

using a fluorescence-activated cell sorter (FACScan, Becton Dickinson, Mississauga, 

Canada) and data were analyzed with Cell Quest software (Becton Dickinson). Cells 

negative for PI uptake and positive for FITC-Annexin V were considered apoptotic. 

DNA fragmentation: MG-63 cells were incubated with LDL or OxLDL (200 flg/ml) 

in DNlEM-F12 supplemented with 2% LPDS. After 72 h, adherent and nonadherent 

cells were collected, washed twice with cold PBS, and resuspended in lysis buffer 

containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4),20 mM EDTA and 0.5% triton X-100. After a 

centrifugation for 5 min at 1600g, the supematant was collected, and the extraction 

was repeated with the same amount oflysis buffer. The supematants were brought to 

1% sodium dodecyl sulphate (SDS) and treated for 2 h with RNase A (final 

concentration of 5 flg/fll) at 37°C, followed by digestion with proteinase K (final 

concentration of 2.5 flg/fll) for 2 h at 56°C. Supematants were extracted with 1:1 

(v/v) phenoUchloroform. After addition of 1/10 volume of 3 M ammonium acetate, 

the DNA was precipitated with 2 volumes of absolute ethanol. DNA was recovered 

by centrifugation at 12 OOOg for 10 min and dissolved in Tris-EDTA buffer and 

applied to a 2% agarose gel. 
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2.9. Evaluation of lysosomal integrity by acridine orange staining : 

MG-63 cells exposed for 24 h to LDL or OxLDL (200 ~glml) were vitally stained 

with acridine orange (AO) solution at 5 flglml in complete medium for 30 min at 

37°C. AO is a lysosomotropic weak base and a metachromatic fluorochrome 

showing red fluorescence at high and green fluorescence at low concentrations. The 

intensities of red and green AO fluorescence were then examined with a laser 

scanning confocal (Bio-Rad) microscope (Nikon TE300) with a Plan-Apochromatic 

60X oil N.A. 1.4 objective lens. 

2.10. Other methods : 

Protein content was determined by the method ofLowry (1951) with BSA as standard. 

Student's t or ANOVA tests were used to obtain statistical comparison of the data. 

Differences were considered significant at p<O.05. 

3.RESULTS 

3.1. OxLDL metabolism by osteoblastic cells : 

We previously demonstrated that osteoblastic cells express scavenger receptors of 

c1ass B (SR-BI, SR-BU and CD36) and bind OxLDL (Brodeur et al. 2008). To 

further determine the metabolism of OxLDL by osteoblasts, we analysed by selective 

uptake experiments the fate of OxLDL after their binding to osteoblasts. To this end, 

the cells were incubated separately with lipoprotein labelled in their protein moiety 

with 1251 and in their lipid moiety with 3H-cholesteryl oleate. CE selective uptake is 

demonstrated when the calculated values from specifie 3H-CE-lipoprotein association 

minus specifie 125I-lipoprotein association are greater than zero. Figure 3.1 A indicates 

that 125I_OxLDL association was 2-4-fold lower than 125I_LDL association in human 

MG-63 cells. In contrast, the association of 125I_OxLDL was rather equal to or higher 

than 125I_LDL association in murine MC3T3-E 1 cells and globally similar to the 
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Figure 3.1: 125I-lipoprotein association (panel A), 3H-CE-lipoprotein association 
(panel B), 3H-CE-lipoprotein association due to cholesteryl ester selective uptake 
(panel C) and lipoprotein degradation (panel D) in MG-63 and MC3T3-El cells. 
Cells were incubated with radiolabeled lipoproteins (20 fig of protein/ml) for 4 h 
(selective uptake) or 8 h (degradation) at 37 oC in 12-well plates. Nonspecific 
association of radioactive lipoproteins was determined by the addition of unlabeled 
lipoproteins at 1.5 mg of protein/ml and subtracted from total association. 3H-CE
lipoprotein association is calculated as apparent protein association since its specifie 
activity is calculated as CPrn/fig of lipoprotein protein. To determine the amount of 
CE association due to selective uptake, protein association was subtracted from CE 
association, both in fig of protein/mg of cell protein. Results are shown as the mean 
+/- S.E.M. of 4 experiments conducted in duplicate. Statistical differences were 
determined with a t-test. a Statistically different (P<0.05) from the result obtained 
with LDL. bStatistically different (P<0.05) from the result obtained with MG-63 
cells. 
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association levels obtained with MG-63. The main difference between both types of 

cells is that 125I_LDL association was approximately 5-fold lower in MC3T3-El cells 

compared to MG-63 cells. In accordance, we found by Western blot analysis that in 

contrary to MG-63, MC3T3-El cells express a very low level of LDLr (data not 

shown). 3H-CE association from üxLDL was 6.5 times lower than CE association of 

LDL obtained in human MG-63 cells (Figure 3.1B). Similar1y, the results presented in 

figure 3.1B indicate that 3H-CE-OxLDL association halfthat of CE-LDL association in 

murine MC3T3-El cells. Again, CE association from OxLDL was similar in both cell 

types and CE-LDL association in MC3T3-El cells was 4 times lower than in MG-63 

cells. CE-selective uptake results, obtained from protein- and CE-lipoprotein data, 

indicate that LDL was a good CE donor to both types of cells, although the selective 

uptake is 3 times higher in MG-63 than in MC3T3-El cells. However, oxidative 

modification ofLDL appears to affect the ability ofthis lipoprotein to transfer CE to 

osteoblastic cells, as demonstrated by a reduced selective uptake activity from 

OxLDL (reduction of 60-90%) in the two cell types tested (Figure 3.1C). These 

results suggest that osteoblasts of different levels of differentiation have the ability to 

take up OxLDL and that osteoblastic cells take up OxLDL by holoparticle uptake and 

also by performing CE selective uptake. 

Although the previous results indicated that osteoblasts are capable of internalizing 

OxLDL, no information was given about the capacity of osteoblasts to process and 

metabolize the associated lipoproteins. We further defined the fate of üxLDL in 

osteoblastic cells by conducting degradation experiments. As we previously reported 

(Brodeur et al. 2008), 125I-LDL-protein is efficiently degraded by both MG-63 and 

MC3T3-El cells (Figure 3.1D), although MC3T3-El cells are approximately 90% 

less efficient than MG-63 cells (Figure 3.1D). Comparatively to LDL, modified LDL 

was very poor1y degraded by MG-63 and MC3T3-El cells (Figure 3.1D), since 

degradation values obtained for üxLDL were 80-95% lower comparatively to LDL 
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(Figure 3.1D). Thus, overall for both CE-selective uptake and degradation, LDL 

metabolism by osteoblasts is greater than for OxLDL. 

3.2.Effect of LDL and OxLDL on the MTT reduction activity by osteoblastic 
cells : 

Given the similarity in the ability of MG-63 and MC3T3-E1 cells to metabolize 

OxLDL, we next used only MG-63 cells to study the effects of native and oxidized 

LDL on the viability of osteoblastic cells. The results presented in Figure 3.2A show 

that increasing concentrations of native LDL do not affect the MTT activity of MG

63 cells upon 72 h of treatment. However, a miId oxidative (M-OxLDL) 

modification of LDL increases the MTT activity of these cells (Figure 3.2B), 

reaching approximately 50% when compared to control cells (ANOVA, P<O.OOOI ; 

Dunnett's P<O.OOl from 20 ~g/ml). This increased MTT activity in presence ofM

OxLDL was seen at all concentrations, at the exception of the higher concentration 

used (250 ~g/ml) that did not significantly affect the MTT activity of MG-63 cells 

when compared to control condition. These effects ofM-OxLDL were apparent after 

a treatment of 24 h and were maintained during 72 h. Similarly, after a treatment of 

24 h, S-OxLDL also induced an increase of the cellular MTT activity, but in contrast 

to M-OxLDL, this enhanced MTT activity was only seen at low concentrations 

(ANOVA, P<O.OOOI ; Dunnett's P<O.OOl from 20 ~g/ml to 100 ~g/ml) (Figure 

3.2C). Higher concentrations rather caused a statistical decrease in the MTT activity 

of MG-63 cells (ANOVA, P<O.OOOI ; Dunnett's P<O.OOl from 200 ~g/ml). This 

loss of MTT activity caused by S-OxLDL progressively increased with the time of 

exposure, reaching a 50% reduction after 48 h ofexposure to 150 ~g/ml of S-OxLDL. 

After 72 h, only 20 and 50 ~g/ml of these modified LDL caused an increase in the 

cellular MTT activity while other concentrations used did not affect or significantly 

reduced MTT activity. 
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Figure 3.2 : Effect of native LDL and oxidized LDL on osteoblastic MTT 
activity. MG-63 cells were incubated with increasing concentrations (20-250 Ilg of 
protein/ml) of native LDL (A) M-OxLDL (B) and S-OxLDL (C) during 24, 48 and 
72 h in DMEM-Fl2 supplemented with 2% LPDS. Cel1 viability was determined by 
MTT assay and is expressed as the mean ± S.E.M. of 9 experiments conducted each 
in triplicate. Statistical differences were determined with a one-way Anova. 
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3.3. The stimulation of osteoblast proliferation by OxLDL : 

To further define if the increased cellular MTT activity caused by OxLDL represents 

a proliferative efIect of these modified lipoproteins on osteoblastic celis, we 

performed 3H-thymidine incorporation assays (Figure 3.3A). Results show that 

OxLDL increase DNA synthesis since after 24 and 48 h, thymidine incorporation was 

significantly increased by 40% comparatively to control cells. In accordance with 

MTT assays revealing a dual effeet of OxLDL on osteoblast viability (proliferation 

and cel! death), this increased DNA synthesis was not apparent after a 72 h-treatment 

with M-OxLDL (Figure 3.3A). Moreover, results indicated that after such a period of 

time, S-OxLDL decreased by 40% 3H-thymidine incorporation (Figure 3.3A). In 

view to determine ifthis enhanced DNA synthesis resulted in increased cell number, 

cell count assays were conducted. MG-63 cel!s seeded in 6-well plates were 

incubated with 20 flglml of native LDL or OxLDL. After 24, 48 and 72 h of 

incubation, cells were trypsinized and hemacytometer cell counts were performed. 

The number of cells was significantly increased by 20% in the presence of OxLDL 

when compared to control treatment (Figure 3.3B). This increase in cell number 

caused by OxLDL was already apparent after 24 h and was sustained upon longer 

treatment. In accordance with MTT assays, the results presented in figure 3B 

demonstrate that, at any time, native LDL had no efIect on 3H-thymidine 

incorporation and cell number when compared to cells incubated without lipoprotein. 

Therefore, these results indicate that low concentrations of OxLDL induce osteoblast 

proliferation. 



98 

A B 
_ Co.wl _ Courulêl 160
 

;l c:ra LDL * * m:::::J LDL
no 
~ 140 

* '" * iIIiIIIIIIIIIII M-OxLDL iIIiIIIIIIIIIII M-OxLDL
f:l c::::J S- 0xLDL E:3 S-OxLDL

,-,100e-~O .... '0 
1::.tJ~ ~100 6 1:: 80
 

- 0 u 8
~ .:: 80 
0 ::a3 '0 60=6

13 ~ 60 U~ 
;.,'-' ~ 40
 

oC 40
 

20~ 20 
~ 

o ..L------',"", o -L------.J-2""'4""-------..c4~8L.L----.,;7:""2""---24 48 72 

Time (hrs) Time (hrs) 

Figure 3.3 : OxLDL induced proliferation of MG-63 cells. MG-63 cells seeded in 
6-well plates were treated with 20 !-lg of protein/ml of native LDL, M-OxLDL and S
OxLDL during 24, 48 and 72 h in DMEM-F12 supplemented with 2% LPDS. 3H_ 
thymidine incorporation (A) : The cells were pulsed with 0.1 !-lCi/mL 3H-thymidine 
during the last 2 h of incubation and its incorporation was quantified by scintillation 
counting. Each value represents the mean ± S.E.M. of 5-8 experiments conducted 
each in triplicate. Statistical differences were determined with at-test. • Statistically 
different (P<0.05) from the result obtained from cell incubated without lipoproteins. 
Cell count (B) : Cell counts were performed on trypsinized cells and each value 
represents the mean ± S.E.M. of 5 experiments conducted each in triplicate. 
Statistical differences were determined with a paired t-test. • Statistically different 
(P<0.05) from the result obtained from cell incubated without lipoproteins. 
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3.4. Osteoblastic cell death induction by OxLDL : 

In view to further characterize if the decreased cellular MTT activity caused by 

OxLDL represents an apoptotic process, we incubated MG-63 cells with native LDL 

or OxLDL (200 Ilg/ml) for 24 and 48 h and thereafter cells were labelled with 

annexin-V/FITC and propidium iodide (PI). The results presented in figure 3.4A 

demonstrate that S-OxLDL induced extemalization of phosphatidylserine (PS) 

residues since after 24 h approximatively 50% of cells treated with S-OxLDL move 

toward lower right quadrant, which is characteristic of an early apoptotic process. 

Moreover, this apoptosis induced by S-OxLDL was accentuated with time of 

exposure since after 48 h ail cells are annexin-V positive and gradually move toward 

the upper right quadrant, typical of a late apoptotic or necrotic stages (Figure 3.4A). 

Similarly, M-OxLDL also induced apoptosis event but a longer exposure time was 

required, since annexin-V positive cells were apparent only after 48 h (Figure 3.4A). 

Results also demonstrated that native LDL did not induce apoptosis given that cells 

were mainly negative for annexin-V labeling (Figure 3.4A). Moreover, we 

demonstrate in figure 3.4B that incubation of MG-63 cells with S-OxLDL during 72 

h induced DNA fragmentation as revealed by DNA laddering, a sign of later stage of 

apoptosis. DNA fragmentation was not observed in cells treated with LDL and M

OxLDL (Figure 3.4B). 

3.5. Impact of OxLDL on Iysosomal membrane stability : 

The low ability of osteoblastic cells to degrade OxLDL suggests that Iysosomal 

activity and integrity may be affected by these modified lipoproteins. Therefore we 

evaluated Iysosomal membrane stability in MG-63 cells exposed to OxLDL by 

acridine orange (AO) staining. Confocal scanning microscopy presented in figure 3.5 

demonstrated that there are less red fluorescence spots when cells are exposed to 

OxLDL indicating lysosomal membrane damage. This reduced red staining was 

accompanied with increased green cytosolic fluorescence, reflecting a lower cytosolic 
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Figure 3.4 : OxLDL induced apoptosis of MG-63 cells. Annexin-V labeling (A) : 
MG-63 cells seeded in 6-well plates were incubated in DMEM-F12 supplemented 
with 2% LPDS without or with 200 !-tg of protein/ml of native LDL, M-OxLDL and 
S-OxLDL during 24 and 48 h. The cells were then labeled with Annexin-V-FITC 
and propidium iodide and examined with a FACScan (Beeton Dickinson). DNA 
fragmentation (B) : MG-63 cens were incubated, or not (Jane 1), with 200 !-tg of 
proteinlml of native LDL (lane 2), M-OxLDL (lane 3) and S-OxLDL (Jane 4) during 
72 h in DMEM-F12 supplemented with 2% LPDS. DNA was then extracted as 
described in Experimental procedures and migrated on 2% agarose gel. 
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o
 

Figure 3.5 : Impact of OxLDL on Iysosomal membrane integrity. MG-63 cells 
seeded in LabTek chambers were incubated in DMEM-F12 supplemented with 2% 
LPDS without (A) or with 200 Ilg of protein/ml of native LDL (B) M-OxLDL (C) 
and S-OxLDL (D) during 24 h. The cells were then labeled with acridine orange as 
described in Experimental procedures and examined with a laser scanning confocal 
(Bio-Rad) microscope (Nikon TE300) with a Plan-Apochromatic 60X oil N.A. 1.4 
objective lens. 
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pH due to the protons redistribution and thus the trapping of protonized HAO+ in the 

cytosol of damaged cells. This phenomenon was very apparent for cells exposed to 

S-OxLDL (Figure 3.SD) and marginally for those incubated with M-OxLDL (Figure 

3.SC) but not in cells that had been incubated without lipoproteins (Figure 3.SA) or 

with native LDL (Figure 3.SB). 

The AO re-localization suggested that lysosomal membrane damage was responsible 

of the effects of OxLDL on the viability of osteoblastic cells. To verify this 

possibility we incubated MG-63 cells with OxLDL in presence or absence of 

chloroquine (50 /lM) to inhibit lysosomal activity. At this concentration, chloroquine 

does not affect the viability of MG-63 cells (data not shown). The results presented 

in figure 3.6A indicate that in presence of chloroquine, M-OxLDL dose-dependently 

reduce MTT activity of osteoblasts (ANOVA, P<O.OOOl). This effect was 

accentuated with time of exposure (Figure 3.6B). Similarly, the addition of S

OxLDL in the presence of chloroquine prevented the rise of cellular MTT activity 

induced by OxLDL and rather accentuated the loss of MIT activity in MG-63 cells 

(ANOVA, P<O.OOOl) (Figure 3.6C and 3.6D). 

3.6. Oxidation of LDL by MG-63 cells : 

Given that various types of cells within the vascular wall have been previously shown 

to oxidize LDL (Beckman et al. 1990 ; Graham et al. 1989) and thereby potentially 

increasing the local concentrations of OxLDL, we evaluated the capacity of 

osteoblastic cells to oxidize LDL. MG-63 cells were incubated with native LDL (250 

/lg/ml) in DMEM-F12 medium for 24 h. Afterwards, the oxidative status of LDL 

was evaluated on agarose-barbital gel and by measuring TBARS levels in the 

incubation medium. As shown in figure 3.7A, LDL incubated with MG-63 cells 

migrated faster on agarose-barbital gels compared to LDL incubated without cells. 

Importantly, incubation ofLDL with HepG2 cells (hepatoma cellline) did not induce 

a modification in the mobility of the LDL particles (Figure 3.7A), indicating that 
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Figure 3.6: Effect of oxidized LDL on osteoblastic MTT activity in the presence 
of chloroquine. MG-63 cells were incubated with increasing concentration (20-250 
~g ofprotein/ml) ofM-OxLDL (A and B) and S-OxLDL (C and D) during 24 (A and 
C) and 48 h (B and D) in DMEM-F12 containing 2% LPDS and supplemented or not 
with 50 ~M of chloroquine. MTT activity is expressed as the mean ± S.E.M. of 5 
experiments conducted each in triplicate. Statistical differences were determined 
with a 2 way ANOVA. 
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Figure 3.7 : LDL oxidation induced by MG-63 cells: Human native LDL (250 
!.lg/ml) were incubated for 24 h in DMEM-F12 medium in the presence or absence of 
osteoblastic cells. A) LDL incubated in the absence (lane 1) or presence of MG-63 
cells (lane 2) or HepG2 cells (lane 3) were subjected to electrophoresis on 0.5% 
agarose-barbital gel. This result is representative of 3-5 different experiments. B) 
The level of oxidized lipids in the medium was evaluated by measuring thiobarbituric 
acid-reactive substance (TB ARS) levels and expressed as the mean +/- S.E.M of !.lM 
malondialdheyde (MDA) per !.lg of LDL protein of 4 experiments. Statistical 
differences were determined with at-test. • Statistically different (P<0.05) from the 
result obtained with LDL incubated without cells. 
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LDL oxidation is a process specifie to sorne celllines that is not accomplished by all 

metabolic active cells. Moreover, as shown in figure 3.7B, TBARS levels in the 

medium were increased by 20% when LDL were incubated in the presence of MG-63 

cells. Therefore, these results indicate that LDL incubated with MG-63 cells are 

oxidized by these cells. 

4.DISCUSSION 

A number of epidemiologic studies have demonstrated the existence of a correlation 

between the development of atherosclerosis and osteoporosis (Barengolts et al. 1998 ; 

Shiraki et al. 1997 ; Uyama et al. 1997). However, the mechanisms and factors 

responsible for the parallel apparition of these two pathologies remain relatively 

unknown. Since it is widely recognized that üxLDL are actively implicated in 

cardiovascular diseases, they may be also implicated in the development of 

osteoporosis. We thus hypothesized that üxLDL may also be involved in the 

alteration of osteoblast functions by affecting their viability. Therefore, here we 

evaluated if üxLDL are metabolized by osteoblasts and if this metabolism could 

modulate the viability of osteoblastic cells. 

To further document the metabolism of üxLDL by bone cells, üxLDL protein and 

lipid association assays were conducted. Data show that a portion of üxLDL can 

selectively transfer their CE to osteoblasts as demonstrated by the higher lipid than 

protein association, while another fraction is degraded (Figure 3.1C and 3.1D). It is 

known that many scavenger receptors can interact with üxLDL and members of the 

scavenger receptor of class B family (SR-BIll! and CD36) were shown to be 

expressed by osteoblastic cells (Brodeur et al. 2008). Interestingly, in other cell types 

they were shown to be involved in üxLDL metabolism. In vivo studies have 

revealed that SR-BI of non-parenchymalliver cells are responsible for S-üxLDL CE

selective uptake (Bourret et al. 2006). Differently, it was demonstrated that üxLDL 
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were processed by holoparticle uptake in SR-BI-transfected CHO cells (Gillotte

Taylor et al. 2001). Therefore, SR-BI could perform OxLDL-CE selective uptake or 

endocytosis. The importance of CD36 in the OxLDL uptake was also demonstrated 

by studies showing that macrophages internalize preferentially OxLDL by CD36 

(Nozaki et al. 1995 ; Podrez et al. 2000). Further investigation is therefore needed to 

determine the receptor(s) responsible for the selective or endocytic uptake of OxLDL 

by osteoblasts. 

The influence of OxLDL on the cells of the vascular wall is variable. Indeed, parallel 

studies have shown OxLDL to be able to induce both cell death and cell proliferation 

depending of cell types and OxLDL concentrations used (Chisolm et al. 2000 ; 

Salvayre et al. 2002). In order to determine whether OxLDL causes similar effects 

on osteoblast viability, MTT assays were conducted on MG-63 cells exposed to 

different concentrations of OxLDL over various periods of time. Figure 3.2 show 

that native LDL have no effect on osteoblast viability. This result is in contradiction 

with previous report which showed osteoblast cell death induced by LDL (Klein et al. 

2003). These conflicting results may be explained by the use of different types of 

osteoblasts, given that Klein et al. (2003) used more differentiated osteoblastic SaOS 

human cells. Therefore, it remains possible that LDL may affect differently the 

viability of osteoblasts in view of their levels of differentiation. In contrast to native 

LDL, OxLDL have a pronounced effect on the MIT activity of MG-63 ceIl s, since a 

mild oxidation of LDL increased this activity by approximatively 50% at ail 

concentrations used (Figure 3.2B). Similar resu1ts were obtained when MG-63 cells 

were exposed to low concentrations of S-OxLDL. This higher MTT activity 

mediated by OxLDL point on a proliferative effect of these modified lipoproteins, 

which was confirmed by 3H-thymidine incorporation and cell count (Figure 3.3). 

On one hand, this cell proliferation effect of OxLDL is not in agreement with the 

hypothesis that OxLDL is implicated in osteoporosis development, given that a 
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higher rate of osteoblast proliferation would be associated with higher bone 

formation. However, it can be speculated that this proliferative effect is also 

accompanied by detrimental effects of OxLDL on osteoblast functions. In 

accordance, it is weIl known that induction of genes associated with matrix 

maturation and mineralization is associated with a reduced mitogenic activity of 

osteoblastic celis (Owen et al. 1990 ; Stein et al. 1990). Therefore, by increasing 

osteoblastic proliferation, OxLDL probably also reduce osteoblast functions as 

mineralization and thus potentially lead to osteoporosis. This is also supported by the 

demonstration that minimaliy OxLDL reduced the differentiation of murine marrow 

stromal celis (Mody et al. 2001). On the other hand, the reduction ofMTT activity in 

celis treated with high concentrations of S-OxLDL suggests osteoblastic celi death 

and would be in accordance with a defect in bone formation. Thus our results show 

that osteoblastic cell viability is dependent on the oxidative status of LDL and their 

concentrations, since low concentrations of OxLDL induce mitogenic effect (Figure 

3.3) and high concentrations induced apoptosis (Figure 3.4). 

Several studies with munne macrophages have reported accumulation of free 

cholesterol in lysosomes after incubation of cells with OxLDL (Maor et al. 1994 ; 

Maor et al. 1995). Other studies have also shown that OxLDL are resistant to 

lysosomal enzymes and OxLDL may also inactivate lysosomal acid hydrolases 

(Hoppe et al. 1994 ; Jessup et al. 1992 ; Lougheed et al. 1991). These observations 

are in accordance with the present demonstration that OxLDL are poorly degraded by 

osteoblasts (Figure 3.1D), suggesting their accumulation in lysosomes. To further 

characterize the impact of OxLDL on MG-63 lysosomal activity and integrity, we 

stained osteoblasts with AO. The results demonstrated that OxLDL decreased the 

AO accumulation within lysosomes in favour of its cytosolic distribution (Figure 

3.5), indicating that OxLDL increased lysosomal pH and induced lysosomal 

membrane damage. This effect on lysosomal membrane stability was previously 

associated with the leakage in the cytosol of lysosomal enzymes causing cel1 death 



108 

(Boya et al. 2003 ; Li et al. 1998). In order, to further confirm that defect in 

Iysosomal activity was responsible of cell death induced by OxLDL, we used 

chloroquine to inhibit or further inhibit Iysosomal activity. Results showed that 

chloroquine inhibited the proliferative effect of OxLDL in favour of the cytotoxic 

effects of üxLDL (Figure 3.6). Therefore, it can be speculated that in presence of 

chloroquine, Iysosomal membrane permeabilization and re-localisation of Iysosomal 

enzymes to the cytosol were accentuated. However, further investigations are 

essential to detennine the implication of the Iysosomal activity in the osteoblastics 

death induced by OxLDL. 

Given that it is suggested that OxLDL are generated locally in the vascular wall 

during the development of atherosclerosis (Ehara et al. 2001), we examined the 

possibility that osteoblastic cells may also be able to directiy oxidize LDL and 

consequentiy to increase the local concentration of these modified particles. Results 

cleariy show that LDL exposed to osteoblastic cells have been oxidized, since LDL 

incubated with MG-63 cells migrate faster on agarose-barbital gel than those 

incubated without cells (Figure 3.7A). This result is further supported by the 

demonstration that TBARS levels are 20% higher for LDL incubated with MG-63 

ceUs (Figure 3.7B). Given this clear demonstration of LDL oxidation by MG-63 

ceUs, it is surprising to observe that LDL have no effect on the viability of these cells. 

However, it can be speculated that the level of oxidation generated in this condition is 

not sufficientiy elevated to induce mitogenic or apoptosis effects. Moreover, as LDL 

are efficiently taken up and degraded by MG-63 cells, the LDL concentration in the 

medium is gradually reduced and probably not enough to induce deleterious effects. 

In summary this study demonstrated that OxLDL are taken up by osteoblasts via a 

selective lipid uptake mechanism and also globally by endocytosis. Our results also 

demonstrate that after this holoparticle uptake, OxLDL are trapped in the osteoblasts 

given the weak degradation process of OxLDL. This inability of osteoblasts to 
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degrade OxLDL is likely responsible of the lysosomal membrane damage induced by 

OxLDL. This inhibition of the lysosomal activity by OxLDL would be responsible of 

the osteoblasts death given that inhibition of lysosomal degradation with chloroquine 

accentuated this effect. Finally, we also showed that low concentrations of OxLDL 

favour proliferation of osteoblasts and that those osteoblastic cells oxidize native 

LDL. Taken together, these results indicate that OxLDL affect the viability of 

osteoblasts and are therefore a potential candidate for osteoporosis development 

under atherogenic conditions. 
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AB8TRACT 

Oxidized low density lipoproteins (OxLDL) are known to promote atheroscIerosis, 

but it is only recently that OxLDL have been associated with alterations of the 

functions of bone-forming osteoblasts and osteoporosis. Although high density 

lipoproteins (HDL) are recognized for their anti-atherogenic action, there is less 

information about their ability to protect against osteoporosis. Therefore, we 

investigated the capacity of HDL3 to prevent the ceIl death induced by OxLDL in 

human osteoblastic MG-63 ceIls. Simultaneous exposure of the ceIls to HDL3 and 

OxLDL abolished the reduction of ceIl viability monitored by MTT activity 

measurement and the induction of apoptosis determined by annexin V staining 

indicating that HDL3 prevent the apoptosis of osteoblasts induced by OxLDL. This 

protection correlated with the displacement by HDL3 of OxLDL association to 

osteoblasts, signifying that OxLDL binding and/or intemalization are/is necessary for 

their cytotoxic effects. We also found that exposition of osteoblastic cells to HDL3 

prior to incubation with OxLDL reduced ceIl death and preserved the Iysosomal 

integrity. This protection was correlated with an increase of SR-BI expression, a 

modification of OxLDL metabolism with less global uptake of OxLDL and greater 

selective uptake of cholesterol from OxLDL. These results strongly suggest that, as 

for atheroscIerosis, HDL may exert beneficial actions on bone metabolism. 

1.INTRODUCTION 

The bone is a living tissue that is continuously being remodeled. This process 

implies, first, the breaking down of the bone by the action of the osteoclasts (Rodan 

et al. 2000). In a second step, differentiated osteoblastic cells are recruited to the 

resorption lacunae where they secrete a variety of proteins such as type 1 coIlagen and 

noncoIlagenous prateins to generate a new bone matrix (Rodan et al. 2000). Aside 

from their raie in the reconstruction of bone matrix, osteoblasts are also involved in 
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the regulation of osteoclastic differentiation and bone resorption, given their capacity 

to secrete a variety of factors necessary for osteoclastogenesis regulation such as 

macrophage-colony stimulating factor (M-CSf) (Kodama et al. 1991) and 

osteoprotegerin (OPG) (Akatsu et al. 1998 ; Udagawa et al. 2000). Therefore, 

adequate osteoblastic proliferationlapoptosis, differentiation and secretory functions 

are essentiai not only for bone formation but aiso for the regulation of bone resorption 

process. 

The loss of equilibrium between osteoblastic and osteoclastic functions, in favor of 

increased osteoclast-mediated bone resorption over bone formation by osteoblasts, 

results in osteoporosis that is characterized by reduced bone mass, lower minerai 

density, and thereby higher bone fragility and susceptibility to fractures. Although 

the exact etiology of osteoporosis remains to be clarified, in numerous cases growing 

evidence suggests that atherogenic conditions are positively associated with 

osteoporosis development. Individuais with lower bone density and osteoporosis aiso 

present higher Iipid levels (Barengolts et al. 1998 ; Laroche et al. 1994 ; Uyama et 

al. 1997), a condition considered as an important atherogenic risk factor (Castelli et 

al. 1997). Other pieces of evidence suggesting a possible role of blood cholesterol in 

bone metabolism regulation include the observation of reduced bone formation in 

atherosclerosis-susceptible C57BL/6 mice maintained under an atherogenic high-fat 

diet (parhami et al. 2001). 

Although, these studies suggest the existence of one or several contributory factors 

for the parallel development of atherosclerosis and osteoporosis, it is only recently 

that OxLDL were identified as one of these possible factors. OxLDL have been 

shown to affect the differentiation of cells towards an osteoblastic phenotype. 

Indeed, calcifying vascular cells (CVC), isolated and cloned from a subpopulation of 

aortic medial smooth muscle cells, undergo osteoblastic differentiation after an 

exposition to OxLDL or acetylated LDL (Parhami et al. 1997). In contrast, OxLDL 
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and oxidative stress inhibit osteogenic differentiation of mesenchymal stem ceUs and 

preosteoblasts (parhami et al. 1997 ; Mody et al. 2001). Moreover, Tintut et al. 

(2004) have reported increased levels of lipid hydroperoxides in bone marrow of 

hyperlipidemic mice. The potential implication of OxLDL in the development of 

osteoporosis is further supported by the demonstration that OxLDL caused ceU death 

in human osteoblasts (Hirasawa et al. 2007 ; Klein et al. 2003). Furthermore we have 

reported that OxLDL are poorly degraded by osteoblasts, that they accumulate in the 

lysosomal compartment, induce the loss of the lysosomal integrity and elicit that 

causes ceU death. This was supported by the demonstration that chloroquine, an 

inhibitor oflysosomal activity, accentuated ceU death induced by OxLDL (Brodeur et 

al. 2008) . 

It is weU established that cardiovascular diseases are directly related to plasma 

concentrations ofLDL-cholesterol (Castelli et al. 1997) and inversely associated with 

high density lipoproteins (HDL)-cholesterol (Gordon et al. 1998). However, the 

potential ofHDL to protect against osteoporosis is somewhat controversial. Indeed, a 

positive correlation has been found between HDL and bone mineraI density 

(Dennison et al. 2007 ; Solomon et al. 2005 ; Yamaguchi et al. 2002) and a negative 

correlation was reported with bone remodeling markers (Majima et al. 2008), as weil 

as with the risk of fractures (Martinez-Ramirez et al. 2007), while two studies found 

no relationship (Cui et al. 2005 ; Poli et al. 2003) and one group reported an inverse 

relationship (D'Amelio et al. 2001). Although the mechanisms of protection afforded 

by HDL on cardiovascular diseases are not clearly identified, it was attributed to 

various charaeteristics of these lipoprotein particles. Classically, the atheroprotective 

mechanism of HDL is thought to be related to its role in reverse transport of 

cholesterol from peripheral tissues to liver (Kwiterovich et al. 1998). HDL3 have 

been shown to inhibit apoptosis induced by OxLDL in the monocytic RAW264.7 

cells by promoting cholesterol effiux (Jiang et al. 2006). Another important 

characteristic of HDL is their capacity to prevent the oxidative modification of LDL 
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since it was demonstrated that lipophilic antioxidants carried by HDL can interrupt 

LDL oxidation cascade (Navab et al. 2004), thereby preventing the formation of 

proatherogenic OxLDL. In addition, HDL can deliver antioxidants such as vitamin E 

to cells (Mardones and Rigotti, 2004), and vitamin E has been shown to protect from 

OxLDL-induced cell death in endothelial cells (Vieira et al. 1998) and coronary 

smooth muscle cells (de Nigris et al. 2000). Furthermore, several studies have 

demonstrated that HDL inhibit cell signaling mediated by OxLDL and thus offset 

several adverse biological effects (Lee et al. 2005 ; Robbesyn et al. 2003 ; Schmidt et 

al. 2006 ; Suc et al. 1997). At the level of endothelium, it was demonstrated that the 

protective effect of HDL depends on stimulation of nitric oxide (NO) formation 

which regulates vasoreactivity (Ramet et al. 2003). This induction of NO production 

cornes from the activation of phosphoinositol-3 kinase which induces the AKT 

pathways (Ozaki et al. 2003). The activation of this survival pathway by HDL leads 

also to the inhibition of the apoptosis of endothelial cells by inhibiting the 

mitochondrial apoptosis pathway (Nofer et al. 2001 ; von Eckardstein et al. 2005). 

Moreover, Klein et al. (Klein et al. 2006) have also demonstrated that native LDL 

induce SaOS cell death by the inhibition of AKT, suggesting that by their ability to 

activate this pathway, HDL could counteract this effect. 

Our aim was to investigate if and how HDL3 have the ability to counteract the 

osteoblastic death induced by OxLDL. Despite the fact that the protective effects of 

HDL have been related to numerous properties, the impact of HDL on the cellular 

metabolism of OxLDL has not been investigated. This issue is particularly important 

given the demonstration that OxLDL accumulation in cells leads to detrimental 

effects (Li et al. 1998). In accordance, we have reported that OxLDL accumulation 

in osteoblast lysosomes leads to apoptosis, which further indicates that Ox.LDL 

internalization is a process particularly important in osteoblasts exposed to üx.LDL 

(Brodeur et al. 2008). Recently, we have demonstrated that osteoblastic cells express 

the scavenger receptor c1ass B type l (SR-BI) and the c1uster of differenciation-36 
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(CD36) (Brodeur et al. 2008). Both receptors bind OxLDL and HDL, suggesting 

therefore that HDL could inhibit the apoptosis induced by OxLDL by inhibiting their 

internalization and thereby, their metabolism. Here, using human osteoblastic MG

63 ceIls, we report that OxLDL binding and/or internalization are/is necessary for 

OxLDL cytotoxic effects. We also show that exposition of osteoblastic cells to HDL3 

prior to incubation with OxLDL reduces cell death and preserves lysosomal integrity. 

Moreover we demonstrate that this protection is corre1ated with an increase of SR-BI 

expression and a modification of OxLDL metabolism as illustrated by less OxLDL 

global uptake but greater cholesteryl ester selective uptake from OxLDL. 

2.EXPERINIENTAL PROCEDURES 

2.1. Materials : 

The human osteoblast-like cell line MG-63 was obtained from the American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, rvID, USA). Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium-F12 without phenol was bought from Sigma (St Louis, MO, USA). 

Glutamine, Trypsin-EDTA and penicillin-streptomycin solutions were purchased 

from Invitrogen Life Technologies (Burlington, Ontario, Canada). Foetal bovine 

serum (FBS) was purchased from Cansera (Etobicoke, Ontario, Canada). 125Iodine 

(as sodium iodide, 100 mCi/mmol) was bought from ICN Canada (Montreal, Quebec, 

Canada), while [1,2-3H(N)]-cholesterol (40-60 Ci/mmol) came from Perkin Elmer 

Life Sciences (Woodbridge, Ontario, Canada). 1,2-eH]-cholesteryl oleate (50 

mCi/mmol) was bought from Amersham Pharmacia Biotech (Laval, Quebec, Canada). 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrasodium bromide (MTT), fatty acid-free 

(FFA) and regular bovine serum albumin (BSA) (fraction V), acridine orange, and ~

cyclodextrin were purchased from Sigma (Oakville, Ontario, Canada). 
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2.2. Osteoblast cell culture: 

MG-63 cells were grown in Dulbecco's Modified Eagle's Medium-F12 without 

phenol (DMEM-F12). The media was supplemented with 10% foetal bovine serum 

(FBS), 100 units/ml penicillin, 100 Ilg/ml streptomycin and 2 mM glutamine. Cells 

were cultured in 5% CO2 at 37 oC and were harvested once a week with Trypsin

EDTA. For experiments, cells were trypsinized, seeded at 2000 cells/cm2 and 

cultured for 5 days prior to the assays. 

2.3. Isolation and radio labeling of lipoproteins : 

Lipoproteins were isolated from human plasma obtained from Biorec1amation 

(Hicksville, NY, USA). Before the isolation, the plasma was adjusted to 0.01% 

ethylenediamine tetraacetate (EDTA), 0.02% sodium azide and 10 IlM 

phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF). Human LDL (d = 1.025-1.063 g/ml), and HDL3 

(density 1.125-1.21 g/ml) were prepared by ultracentrifugation as described by Brissette 

et al. (1996). Lipoproteins were iodinated by a modification (Langer et al. 1972) of the 

iodine monochloride method of McFariane (1948). Briefly, 1 mCi of sodium 125iodide 

was used to iodinate 2.5 mg of lipoprotein in the presence of 30 nmoles of iodine 

monochloride in 0.5 M glycine-NaOH, pH 10. Free iodine was removed by gel 

filtration on Sephadex G-25 followed by dialysis in Tris-buffered saline (TBS). The 

specifie radioactivity ranged from 100,000 to 250,000 cpm/Ilg protein. 

2.4. Lipoprotein modification: 

LDL preparations were dialyzed against TBS to remove EDTA before oxidation. 

Standardly OxLDL (S-OxLDL) were prepared as described by Lougheed and 

Steinbrecher (1996). LDL (200 Ilg of protein/ml in TBS) was incubated with 5 ~ 

CUS04 for 20h at 37°C. Oxidation was stopped by the addition of EDTA (final 

concentration of 100 IlM) and butylated hydroxytoluene (40 IlM final) and the 

OxLDL were concentrated to 15-20 mg/ml using Centriplus-100 ultrafiltration devices 
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(Amicon, Oakville, Ont.). S-OxLDL typically resulted in a 2.8-fold increase in the 

eleetrophoretic mobility relative to native LDL on 0.5 % agaroselbarbital gels. Mildly 

OxLDL (M-OxLDL) were obtained after 4 h of incubation under similar conditions and 

showed a 1.5-fold increase in the eleetrophoretic mobility relative to native LDL. 

2.5. Competition assays : 

Unlabeled HDL3, LDL and S- or M-OxLDL were used as competitors for 1251_ 

OxLDL association with cells. Cells were washed twice with 1 ml of phosphate

buffered saline (PBS) and incubated for 2 h at 37°C with 20 ~g of protein/ml of 1251_ 

OxLDL in a total volume of 250 ~I containing 125 ~I of culture medium (2X), 4% 

BSA, pH 7.4 (total binding). l251_OxLDL were incubated with cells in the presence of 

increasing concentrations of unlabeled competitors (0-800 ~g/rn1). At the end of the 

incubation, the cells were washed once with 1 ml of PBS containing 0.2% BSA 

(PBS-BSA) followed by one wash with 1 ml ofPBS. The cells were then solubilized 

in 1.5 ml of 0.2 N NaOH. Radioactivity counts in the homogenates were obtained 

with a Cobra II counter (Canberra-Packard). The 100% specifie association value 

was calculated by subtracting the non-specifie association data (obtained by the 

addition of 2 mg of protein/ml of the proper unlabeled OxLDL) from the total 

association. 

2.6. MTT activity assays : 

MTT activity was determined in 96-well plates (Sarstedt) by microtiter tetrazolium 

assay after incubation of cells with lipoproteins during 24, 48 h in DMEM-FI2 

supplemented with 2% of human serum deficient in lipoproteins (LPDS). Briet1y, 

MIT reagent was added to the media at a final concentration of 0.5 mg/ml. Four 

hours later, formazan crystals generated by cellular reduction of the MTT reagent 

were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) for 30 min at 37°C and the absorbance 

was determined at 575nm. Results are expressed as the percentage ofMTT values of 

treated versus control conditions. 
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2.7. Cholesterol effiux assay : 

Cells at 80% confluence were labe1ed with 1 ~Ci [1,2-3H(N)]-cholesterol for 24 hours 

at 37°C and then equilibrated with 1 ml of DMEM-F12-0.2% BSA for 24 hours at 

37°C. Efflux assay was performed in the absence or presence of 50, 100 and 200 

~glml of HDL3 for 4 hours at 3~C. At the end of the incubation, the medium was 

harvested and the cells were solubilized in 1.5 ml of 0.1 N NaOH, assayed for protein 

content and counted for radioactivity in beta-counter (Wallach-Fisher). Percentage of 

efflux was calculated by subtracting the radioactive counts in the absence of HDL3 

from the radioactive counts in the presence of HDL3 and then divided by the sum of 

the radioactive counts in the media plus the cell fraction. 

2.S.Celiular lipoprotein association assays : 

Ce1Iular association assays of 1251-lipoprotein or 3H-CE-lipoprotein (20 I!g of 

protein/ml) were conducted essentially as for competition studies with the use of a 

beta-counter (Wallack-Fisher) if cells were incubated with eH]CE-lipoproteins. The 

results are expressed in I!g of lipoprotein protein/mg of cell protein. T0 compare the 

association of lipoproteins labeled in protein (1251) or in CE eH), the association data 

of 3H-CE-lipoprotein were also estimated as I!g of lipoprotein protein/ I!g of 

lipoprotein protein (apparent uptake). To achieve this, the specifie activity of 3H-CE

lipoprotein was expressed in counts per minute per Jlg of lipoprotein protein. The 

specifie association was ca1culated by subtracting the non-specifie association from the 

total association. Selective uptake of CE is observed when specifie eH]CE-lipoproteins 

association minus specifie 1251-lipoprotein association is greater than zero. 

2.9.Evaluation of Iysosomal integrity by acridine orange staining : 

MG-63 ce1Is incubated in presence or absence of HDL3 (200 I!glml) for 24 h were 

exposed or not to üxLDL (200 Jlglml) and were vitally stained with an acridine 

orange (AO) solution at 5 I!glml of complete medium for 30 min at 37eC. The 
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intensities of red and green AO fluorescence were then examined with a laser 

scanning confocal (Bio-Rad) microscope (Nikon TE300) with a Plan-Apochromatic 

60X oil N.A. 1.4 objective lens. 

2.10.Immunoblotting: 

Total proteins ofMG-63 cells were extracted by ice cold lysis buffer (150 mM NaCI, 

50 mM Tris pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% IGEPAL and 60 mM 

Octylglucoside) containing 1 mM Na2V03, 0.1 mM PMSF, 10 Ilg/ml Leupeptin, 0.5 

mM Benzamidin and 1 Ilg/ml Aprotinin. Proteins were separated on 8% reducing 

SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes. Immunodetections were performed 

with anti-SR-BI and CD36 polyclonal antibody (Novus Biologicals, Littleton, CO) or 

anti-Actin monoclonal antibody (Sigma) followed by enhanced chemiluminescence 

detection on Kodak Biomax ML film. 

2.11.0ther methods : 

Protein content was determined by the method of Lowry (1951) with BSA as standard. 

Student's t or ANOVA test was used to obtain statistical comparison of the data. 

Differences were considered significant at p<O.05. 

3.RESULTS 

3.1. HDL offset cel! death induced by OxLDL : 

We previously demonstrated that high concentrations ofOxLDL induced osteoblastic 

cell death (Brodeur et al. 2001). To evaluate the potential of HDL3 to inhibit 

apoptosis, we exposed MG-63 cells to 200 Ilg/ml of OxLDL in the absence or 

presence of increasing concentrations of HDL3 (20-200 Ilg/ml). Thereafter, 

osteoblastic cell viability was evaluated by MTT assays. The results presented in 

figure 4.1 show that after 24 h of incubation in the absence of HDL3, M-OxLDL and 

S-OxLDL reduced MTT activity by 40% and 50%, respectively. This reduction was 
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Figure 4.1 : Effeet of HDL3 and LDL on OxLDL-indueed osteoblastie eell death. 
MG-63 cells were incubated with 200 !-tg/ml ofM-OxLDL (A and C) or S-OxLDL (B 
and D) in the absence or presence of increasing concentrations (20-200 !-tg of 
protein/ml) of native HDL3 (A and B) or LDL (C and D) during 24 and 48 h in 
DMEM-F12 supplemented with 2% LPDS. Cell viability was determined by MTT 
assays and is expressed as the mean ± S.E.M. of the relative MTT activity compared 
to control condition of 5 experiments conducted each in triplicate. Statistical 
differences were determined by one-way ANOVA. 
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accentuated to 90% after 48 h (Figure 4.1A and 4.1B), indicating that OxLDL 

decreased MG-63 cell viability in a time-dependent manner. This reduction of MTT 

activity induced by M-OxLDL after 24 h was completely abolished in the presence of 

20 Ilg/ml of HDL3 (Figure 4.1A). Higher concentrations of HDL3 also offset the 

reduced MTT activity induced by M-OxLDL in favor of an increased activity 

(ANOVA, P<O.OOOl; Dunnett's P<O.OOl trom 20 J1g/ml) (Figure 4.1A). This higher 

activity suggests that in presence ofHDL3, M-OxLDL recover their ability to induce 

cell proliferation as expected trom the demonstration that OxLDL have a mitogenic 

action on osteoblasts at low concentrations (Brodeur et al. 2008). Similarly, HDL3 

also inhibited the decrease of MTT activity induced by S-OxLDL, but a higher 

concentration of HDL3 (50 Ilg/ml) was needed to completely rescue the effect of S

OxLDL on MTT activity (ANOVA, P<O.OOOl; Dunnett's P<O.OOl trom 100 Ilg/ml) 

(Figure 4.1B). The protecting effect of HDL3 on the reduction of MTT activity 

caused by OxLDL was also apparent after 48 h, however higher concentrations of 

HDL3 were required (AJ~OVA, P<O.OOOl; Dunnett's P<O.OOl from 50 J1g/ml) (Figure 

41 A and B). Together, these results indicate that HDL3 protect MG-63 cells from 

death induced by OxLDL. Furthermore, the addition ofLDL protected the cells trom 

M-OxLDL-induced death (Figure 4.1C). This protective effect was already evident at 

the low concentration of20 Ilg/ml ofLDL and was maintained during 48 h (ANOVA, 

P<O.OOOl; Dunnett's P<O.OOl trom 20 J1g/ml). Similarly, LDL also prevented the 

reduction of MIT activity induced by 200 Ilg/ml of S-OxLDL, but as for HDL3, 

higher concentrations ofLDL were needed to reduce the effect of S-OxLDL on MTT 

activity (ANOVA, P<O.OOOI ; Dunnett's P<O.OOl trom 20 Ilg/ml for 24 h and trom 

100 J1g/ml for 48 h) (Figures 4.1D). 

To further characterize if the inhibition of HDL3 on the reduction of MTT activity 

induced by OxLDL results trom the inhibition of apoptosis induced by these modified 

lipoproteins, MG-63 cells were labeled with annexin-VIFITC and propidium iodide 

(PI). Figure 4.2 shows that S-OxLDL induced apoptosis ofMG-63 cens since after 
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Figure 4.2 : EfTect of HDL:J on OxLDL-induced osteoblastic cell death. MG-63 
cells seeded in 6-well plates were incubated during 48 h in DMEM-F12 
supplemented with 2% LPDS without (Control) or with 200 ~g/ml of S-OxLDL in 
the presence or absence of 200 ~g/ml of HDL3. The cells were then labeled with 
Annexin-V-FITC and propidium iodide. Representive results of three different 
experiment examined with a FACScan (Becton Dickinson) are shown. 
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48 h approximately 50% of cells treated with S-OxLDL are annexin-V-positive and 

gradually move toward the upper right quadrant, typical of a late apoptotic or necrotic 

stage (Figure 4.2). In accordance with MTT results, externalization of 

phosphatidylserine (PS) residues induced by S-OxLDL was reduced by the presence 

of HDL3 at 200 Ilg/ml (Figure 4.2), indicating that HDL3 inhibited the apoptosis 

induced by OxLDL. As for HDL3 , the results demonstrated that LDL inhibited the 

apoptosis induced by OxLDL (Figure 4.2). Similar results were also obtained with 

M-OxLDL (data not shown). 

We next incubated cells with increasing concentrations of HDL3 (0 to 200 Ilg/ml) 

alone to evaluate if their protecting action was due to a direct mitogenic action. The 

results indicated that none of the concentrations of HDL3 used affects MTT activity 

or DNA synthesis as demonstrated by 3H-thymidine incorporation assays in MG-63 

cells upon 72 h oftreatment (data not shown). Therefore, HDL3 have no direct effect 

on MG-63 cell viability and proliferation and they offset the apoptotic effects of 

OxLDL by one or many indirect mechanism(s). 

3.2. Competition association assays : 

To determine if the protective effect of HDL3 and LDL resulted from a competition 

for the association of OxLDL to MG-63 cells, we conducted association assays with 

125I_M_ or 125I_S_OxLDL in the presence of competitors. Association of both 

radioactive ligands was efficiently displaced (>90%) by their corresponding 

unlabeled counterpart (Figure 4.3). The results also demonstrated that S-OxLDL 

competed for approximately 70% of M-OxLDL association (Figure 4.3A) and 

similarly M-OxLDL efficiently reduced 125I_S_OxLDL association (approximately 

80%) (Figure 4.3B). HDL3, a well-known ligand of scavenger receptors of class B 

(SR-BI & CD36), efficiently decreased M- and S-OxLDL association by 

approximately 60% and 40%, respectively. LDL particles seem also to share a 
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Figure 4.3 : Competition curves of 125I-mildly-OxLDL (A) and 125I-standardly
OxLDL (B) association with MG-63 cells by unlabeled OxLDL, LDL and HDL3• 

125I-lipoproteins at 20 Jlg/ml were incubated with MG-63 ceUs during 2 hours at 37°C 
in 12-weil plates in the presence of the indicated concentrations of either unlabeled 
OxLDL, LDL or HDL3. The value without competitor in each experiment was set as 
100%. Each point represents the mean ± S.E.M. derived from three to four 
experiments conducted in duplicate. 
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common binding site with OxLDL in MG-63 cells, as they decreased OxLDL 

association by approximately 40% (Figure 4.3). Taken together, these results indicate 

that HDL3 and LDL have both the ability to reduce the association of OxLDL with 

MG-63 cells. 

3.3. Evaluation of cholesterol effiux as a protective mechanism against OxLDL
induced cell death : 

We next conduct cholesterol efflux experiments to demonstrate that this process is 

operative in MG-63 cells. The results presented in figure 4.4A show that HDL3 

induced cholesterol effiux from the cells in a dose-dependent manner. In order to 

define if the protection against cell death brought by HDL3 is related to cholesterol 

effiux, we determined the capacity of J3-cyclodextrin, a known acceptor of cholesterol 

(Kilsdonk et al. 1995), to promote cholesterol efflux from osteoblastic cells and to 

prevent cell death induced by OxLDL. We observed that B-cyclodextrin dose

dependently induced cholesterol effiux from MG-63 cells (Figure 4.4A). The results 

presented in figure 4.4B demonstrates that J3-cyclodextrin has no impact on MTT 

activity ofMG-63 cells incubated in presence of native LDL (100 Ilg/ml) after 24h of 

incubation. In contrast, under conditions where OxLDL favor cell proliferation, 

treatments with M-OxLDL (100 Ilg/ml) in the presence of B-cyclodextrin reduce 

MTT activity of osteoblasts (Figure 4.4B). Similarly, the addition of S-OxLDL in the 

presence of J3-cyclodextrin prevented the rise of cellular MTT activity induced by 

OxLDL and rather accentuated the loss of MTT activity in MG-63 cells (Figure 

4.4B). Similar results were obtained after 48 h (data not shown). Overall, these 

results suggest that the protective efIect of HDL3 is not a consequence of their 

cholesterol effiux ability. 

As simultaneous incubation of cells with OxLDL and B-cyclodextrin accentuated the 

loss ofMTT activity, we speculated that OxLDL per se may promote cholesterol 
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Figure 4.4 : Importance of cholesterol effiux in the protecting efTect of HDL3• 

Cholesterol efflux (A) Efflux assays were performed in the absence or presence of 50, 
100 and 200 flg/ml HDL3 or 0.5,1.0 and 2.5 mM of~-cyclodextrin during 4 hours at 
370e as described in Experimental procedures. Each result represents the mean 
percentage ± SEM of 3-4 experiments each conducted in triplicate. aSignificantly 
different (p<O.OS) from the results obtained with 50 flg/ml or O.SmM. bSignificantly 
different (p<O.OOS) from the results obtained with 100 flg/ml or 1.0 mM. MTT 
activity in the presence of fJ-cyclodextrin (B) MG-63 ceUs were incubated with native 
LDL and üxLDL (200 flg/ml) during 24 h in DMEM-FI2 containing 2% LPDS and 
supplemented or not with 1 mM of ~-cyclodextrin. MTT activity is expressed as the 
mean ± S.E.M. of 5 experiments conducted each in triplicate. aSignificantly different 
(p<O.OS) from the results obtained with lipoproteins alone. Cholesterol efflux (C) 
Efflux assays were performed in the absence or presence of native LDL and üxLDL 
as described in Experimental procedures. Each result represents the mean percentage 
± SEM of 3-4 experiments each conducted in triplicate. aSignificantly different 
(p<O.OS) from the results obtained with 50 flg/ml. bSignificantly different (p<O.OS) 
from the results obtained with 100 flg/ml. Impact of the j3-cyclodextrin on cel! 
viability (D) MG-63 ceUs were incubated with ~-cyclodextrin during 24 h in DMEM
F12 containing 2% LPDS. MTT activity is expressed as the mean ± S.E.M. of 5 
experiments conducted each in triplicate. aSignificantly different (p<O.OS) from the 
results obtained without ~-cyclodextrin. 
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cholesterol effiux. In accordance, we found that native LDL and OxLDL also 

induced cholesterol effiux from MG-63 cells to a similar extent to HDL3 (Figure 

4.4C). Since OxLDL and ~-cyclodextrin both induced cholesterol efflux, it became 

possible that together these effiux mediators decreased cell cholesterol in an additive 

manner which to a point causes cell death. In accordance, we found that 1 mM of ~

cyclodextrin alone promoting a cholesterol effiux of 5% had no effect on MTT 

activity while concentrations of 2 mM and above associated with higher cholesterol 

effiux lead to a reduction of the MTT activity (Figure 4.4D). 

3.4. Effect of pre-incubation of ceUs with HDL:, on OxLDL induced cell death : 

In order to determine if HDL couId prevent OxLDL-induced cell death via other 

mechanisms beside the reduction of OxLDL association to MG-63 cells, we next 

investigated the impact of a HDL3 pre-treatment on the cell death induced by 

OxLDL. MG-63 cells were incubated during 24 h with 200 !lg/ml of HDL3 and 

thereafter, the media was removed and cells were treated with increasing 

concentrations of OxLDL (20-200 !lg/ml). Figure 4.5A shows that the decrease of 

MTT activity induced by M-OxLDL after 24 h was partially counterbalanced by pre

incubation of MG-63 cells with HDL3, preventing by approximately 30% the 

reduction of MTT activity caused by 150-250 flg/ml of M-OxLDL (ANOYA, 

P<O.OOOl). This protecting effect also occurred when cells were exposed during 48 h 

to M-OxLDL (ANOYA, P<O.OOOl) (Figure 4.5B). However, the results 

demonstrated that pre-incubation of osteoblasts with HDL3 does not prevent the 

reduction ofMTT activity induced by S-OxLDL (Figure 4.5C and 4.5D). 

3.5. Impact of BDL on the metabolism of OxLDL by osteoblastic cells : 

We previously demonstrated that the accumulation of OxLDL in lysosome reduced 

the MG-63 cell viability by causing lysosomal membrane damage (Brodeur et al. 
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Figure 4.5 : EfTect of HDL:J pre-treatment on OxLDL-induced osteoblastic cell 
death. MG-63 cells were incubated in absence (open circle) or presence (close circle) 
of200 fig/ml ofHDL3 during 24 h in DNIEM-F12 supplemented with 2% LPDS and 
then incubated with increasing concentrations (20-250 fig of proteinlml) of M
OxLDL (A and B) or S-OxLDL (C and D) during 24 (A and C) and 48 h (B and D) in 
DMEM-F12 supplemented with 2% LPDS. Cell viability was determined by MTT 
assays and is expressed as the mean ± S.E.M. of 4- experiments conducted each in 
triplicate. Statistical differences were determined by one-way ANOVA 
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2008). We therefore evaluated if a pre-incubation of MG-63 cells with HDL3 was 

associated with a modification of Ox:LDL metabolism. To this end, cells were pre

treated with lIDL3 (50-200 Ilglml) for 24 h and thereafter the expression of scavenger 

receptors of class B, previously shown to be expressed by osteoblastic cells (Brodeur 

et al. 2008), was evaluated. Results presented in figure 4.6 show that HDL3 do not 

modulate the expression ofCD36 in its mature form (85 kDa). We have also detected 

a 70 kDa protein (probably another glycosylated form of CD36) that was again not 

modulated. However, we showed that HDL3 increased by 1.5 (50 Ilglml) and 1.8 fold 

(100 and 200 Ilglml) the expression level of SR-BI. To determine if this higher 

expression of SR-BI has an impact on Ox:LDL metabolism, selective uptake 

experiments were conducted. Results presented in figure 4.7 demonstrated that HDL3 

pre-treatment (200 llglml for 24 h) had no effect on protein association ofM-Ox:LDL 

but reduced 125I_S_Ox:LDL association by 30% comparatively to control cells. The 

3H-CE association of M-Ox:LDL was increased by 50% in cells pre-treated with HDL3, 

but lipid association of S-Ox:LDL was not modulated by HDL3 (Figure 4.7). CE

selective uptake values were also obtained by subtracting protein association data 

from those of CE. The data obtained indicated that HDL3 pre-treatment increased the 

selective uptake of 3H-CE from Ox:LDL (Figure 4.7). Therefore, these results 

indicated that HDL3 modulated Ox:LDL metabolism by reducing the global uptake in 

favor of selective uptake of lipids from Ox:LDL. 

3.6. Impact of HD~ on Iysosomal membrane stability : 

To determine if this effect of HDL3 on Ox:LDL uptake protects against Iysosomal 

membrane damage, we next stained MG-63 cells with acridine orange. AO is a 

Iysosomotropic weak base and a metachromatic fluorochrome showing red 

fluorescence at high and green fluorescence at low concentrations. Confocal 

scanning microscopy presented in figure 4.8 demonstrated fewer red fluorescence 

spots in the cells exposed to Ox:LDL, indicating Iysosomal membrane damage (Figure 
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Figure 4.6 : Impact of HDL3 on SR-BI and CD36 expression in MG-63 cell. MG
63 cells were incubated in the absence or presence of increasing concentrations of 
HDL3 (50-200 Ilg/ml) during 24 h in DMEM-F12 supplemented with 2% LPDS and 
then total proteins of osteoblastic cells were extracted as described in Experimental 
procedures. Representative results are shown for 50 Ilg of proteins subjected to SDS
PAGE and immunodetection with anti-SR-BI, CD36 or actin antibodies followed by 
enhanced chemiluminescence revelation. 



131 

250 
M-OxLDL
 

""",,,,,,,,,,,,,,,,',,,,,1 S-OxLDL 
a
 

200
 
~ o 
~=150 
o 
~ 

ce 100 

~ Q 

50 

o 
Protein Lipid Selective uptake 

Figure 4.7 : Effect of HDl.J on 125I-lipoprotein association, 3H-CE-lipoprotein 
association and 3H-CE-lipoprotein association due to cbolesteryl ester selective 
uptake in MG-63 cells. MG-63 cel1s were incubated in the absence or presence of 
HDL3 (200 l1g!ml) during 24 h in DMEM-F12 supplemented with 2% LPDS. Then 
cells were incubated with radiolabeled lipoproteins (20 l1g!ml) during 4 h at 37°C in 
12-well plates. Nonspecific radioactive lipoprotein association was determined by 
the addition of unlabe1ed lipoprotein at 1.5 mg of protein/ml and values were 
subtracted from total association. 3H-CE-lipoprotein association was calculated as 
apparent protein association since its specifie activity was established as cpm/l1g of 
lipoprotein protein. To determine the amount of CE association due to selective 
uptake, protein association was subtracted from CE association, both in I1g of 
protein/mg of cell protein. Results are shown as the mean +/- S.E.M. of 4 
experiments conducted in duplicate. Statistical differences were determined with a t
test. a Statistically different (P<0.05) from the result obtained with control cells. 
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Figure 4.8 : EfTect of HDL3 on OxLDL-induced Iysosomal membrane damage. 
MG-63 cells seeded in LabTek chambers were incubated in the absence (A, B, E) or 
presence of 200 !J.glml of HDL3 (C, D, F) during 24 h in DMEM-F12 supplemented 
with 2% LPDS, and then incubated with 200 !J.glml of M-OxLDL (B and C) or S
üxLDL (E and F) during 24 h in DMEM-F12 supplemented with 2% LPDS. The 
cells were then labeled with acridine orange as described in Experimental procedures 
and examined with a laser scanning confocal (Bio-Rad) microscope (Nikon TE300) 
with a Plan-Apochromatic 60X oil N.A. lA objective lens. 
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4.8B and 4.8E) comparatively to control cells incubated in absence of üxLDL 

(Figure 4.8A and 4.8D). This reduced red staining was accompanied with increased 

green cytosolic fluorescence, reflecting a lower cytosolic pH due to proton 

redistribution and thus the trapping of protonized HAü+ in the cytosol of damaged 

cells. However, when cells were pre-treated with HDL3 (200 IJ.g/ml for 24 h), this 

reduction of red fluorescence spots induced by üxLDL was abolished (Figure 4.8C 

and F). Importantly, results also indicated that HDL3 alone have no impact on 

lysosomal membrane integrity (Figure 4.8D). Therefore, these results suggest that 

exposition of cells to HDL3 prior üxLDL results in the conservation of lysosomal 

integrity and inhibition of cells death induced by üxLDL 

4.DISCUSSION 

Growing evidence suggests a link between atherosc1erosis and osteoporosis 

(Barengolts et al. 1998 ; Laroche et al. 1994 ; Uyama et al. 1997), indicating 

therefore that one or several common factor(s) is (are) responsible for the parallel 

development of these illnesses. It is weil known that LDL become pro-atherogenic 

after undergoing oxidative modifications, but it is only recently that üxLDL was as 

weil identified as a potential risk factor for osteoporosis. The deleterious action of 

üxLDL on bone metabolism has been attributed to the stimulation of proliferation 

and the concomitant inhibition of osteoblastic differentiation (Parhami et al. 1997 ; 

Mody et al. 2001), as weil as to the cytotoxic effects of üxLDL on osteoblasts 

(Brodeur et al. 2008 ; Hirasawa et al. 2007 ; Klein et al. 2003), which agree with the 

reduction of bone formation associated with atherogenic conditions. The likely 

involvement of üxLDL in the development of osteoporosis was also highlighted by 

our previous study which demonstrates that osteoblastic cells present binding sites for 

üxLDL (Brodeur et al. 2008). Therefore, the prevention of osteoblast function 

alterations induced by üxLDL takes great importance in view to eventually prevent 

the development of osteoporosis associated with atherogenic conditions. Given that 
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cardiovascular diseases are inversely associated with plasma concentrations of HDL 

cholesterol (Gordon et al. 1998) and as a positive correlation has been found between 

HDL and bone minerai density (Dennison et al. 2007 ; Solomon et al. 2005 ; 

Yamaguchi et al. 2002), we evaluated if HDL have the capacity to inhibit the 

deleterious effects of OxLDL on osteoblastic cells. Our results demonstrated that 

HDL3 totally offset MG-63 cell death induced by OxLDL (Figures 4.1 and 4.2) while 

being without effect per se on osteoblast viability and proliferation. 

As the anti-atherogenic property ofHDL has been associated with the stimulation of 

cholesterol effiux for the process of reverse cholesterol transport (Kwiterovich et al. 

1998) and as the cholesterol effiux by HDL was shown to inhibit macrophage 

apoptosis (Jiang et al. 2006), we first investigated if HDL3 offset the apoptosis 

induced by OxLDL by removing cholesterol from osteoblastic cells. Although HDL3 

and ~-cyclodextrin have the capacity to accept cholesterol from MG-63 ceIl s, ~

cyclodextrin did not protect cells from death induced by OxLDL (Figure 4.4B) which 

indicates that HDL are not protecting the cells by removing cell cholesterol. Instead, 

we showed that OxLDL have also the capacity to induce cholesterol efflux (Figure 

4.4C). Furthermore, the incubation of osteoblastic cells with OxLDL and ~

cyclodextrin led to an increased loss of cell viability, suggesting that enhanced 

cholesterol efflux occurred upon the treatment. In accordance, we also found that 

higher concentrations of ~-cyclodextrin, which promoted higher cholesterol effiux 

levels, reduced MG-63 cell viability (Figure 4.4D). Therefore, OxLDL may 

jeopardize the survival mechanisms of osteoblast by promoting cholesterol effiux 

(Figure 4.4C) and also may promote the induction of cell death mechanisms by 

loading cells in oxidized cholesterol that is not processed by the Iysosomal system 

(Brodeur et al. 2008), inducing a net decrease in total cell cholesterol availability. As 

we previously demonstrated that HDL3 deliver cholesteryl esters to osteoblasts by a 

selective uptake process (Brodeur et al. 2008), it is possible that HDL3 contribute to 
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the cell cholesterol homeostasis by delivering cholesterol to MG-63 cells and thereby, 

consolidate sorne survival mechanisms which protect the osteoblasts from the 

apoptosis induced by OxLDL. 

As we previously demonstrated the binding and internalization (collectively 

designated association) of OxLDL by osteoblasts (Brodeur et al. 2008), we therefore 

speculated that part of the protective effect on-IDL could result from a competition of 

the association of OxLDL to osteoblasts. Our data support the competition as the 

underlying mechanism for HDL protection against cell death induced by OxLDL, 

since HDL3 efficiently reduced OxLDL association (Figure 4.3). Moreover, the 

demonstration that the simultaneous incubation of cells with OxLDL and LDL 

reduced cell death induced by OxLDL and that LDL significantly displaced OxLDL 

association further highlighted the importance of OxLDL association (binding and/or 

internalization) for the cell death action of these oxidized lipoproteins. This is 

supported by the demonstration that OxLDL cytotoxicity on lymphoid cell lines was 

shown to be dependent on the amount of OxLDL internalized by cells (Negre

Salvayre et al. 1990). OxLDL, HDL and LDL are known ligands for members of the 

scavenger receptor of class B family such as SR-BI and CD36 (Acton et al. 1996 ; 

Nicholson et al. 1995). Notably, we have recently demonstrated that osteoblastic 

cells express these receptors suggesting that they may be involved in the cell death 

effect of OxLDL on osteoblasts (Brodeur et al. 2008). It should be noted that 

OxLDL did not induce apoptosis in CD36-negative macrophages (Wintergerst et al. 

2000). Interestingly, the competition of OxLDL association by HDL and LDL was 

around 50-60% which may indicate that only these binding sites/receptors are 

associated with OxLDL cytotoxicity or that the HDL protection may be related in part 

to the competition of OxLDL association and also to additional mechanisms that 

could protect the cells from the remaining association. 
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Although, the mechanism(s) and pathway(s) (receptor(s» by which OxLDL act on 

osteoblastic cell viability remain(s) unknown, our CUITent results suggest that the 

level of SR-BI expression by osteoblastic cells could modify the metabolism of 

OxLDL and dictate their cytotoxicity. Indeed, we showed that pre-incubation ofMG

63 cells with HDL3 prior to incubation with OxLDL preserve the lysosomal integrity 

and reduced cell death. This pre-incubation with HDL3 was cOITelated with an 

increase of SR-BI expression (Figure 4.6). At first glance, this protection may appear 

to be associated with the reduction of OxLDL uptake as it was shown that the SR-BI 

pathway is less efficient than the CD36 pathway to internalize OxLDL (Sun et al. 

2007). Indeed, this higher level of SR-BI expression could shift the total cell surface 

binding of OxLDL to CD36 and SR-BI in favor of SR-BI, and thereby may protect 

the cells by limiting the entry ofOxLDL in osteoblasts as suggested by the protection 

of lysosomal integrity (Figure 4.8). In accordance, we have demonstrated that the 

association, a reflection of both binding and internalization, of 125I_S_OxLDL with 

MG-63 cells was reduced. On the other hand, the protein association of M-OxLDL 

was not afTected (Figure 4.7). As our protocol for the determination of ûxLDL 

association does not discriminate between cell surface binding and internalization, it 

cannot be excluded that, although the association remained similar, there has been a 

shift of intemalization in favor of binding. Despite the concomitant protection of 

lysosomes and the reduced uptake of OxLDL upon pre-treatment with HDL3, cells 

are not protected against cell death induced by S-OxLDL, suggesting that OxLDL 

cause also their deleterious effect by another or other pathway(s) which remain(s) to 

be identified in osteoblasts. However, given that in co-incubation of OxLDL and 

HDL, cel1s are totally protected despite an incomplete competition of the OxLDL 

association (Figure 4.3), this lysosomal protection may be involved in the total 

inhibition of cell death obtained at 48 h in figure 4.1 and 4.2. 

We have recently reported that scavenger receptors of class B expressed by 

osteoblastic cells are implicated in the uptake of CE from LDL and HDL3 (Brodeur et 
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al. 2008). Interestingly, cells exposed to HDL3 presented higher SR-BI levels and 

concomitantly became more efficient in CE selective uptake trom OxLDL. 

Therefore, these results indicated that SR-BI is involved in the selective uptake trom 

Ox.LDL. As lipoproteins were labeled with 3H-CE after oxidation, we cannot 

evaluate directly the impact of the HDL3-induced selective uptake of oxidized lipids 

by cel1s. Nevertheless, the demonstration that cells are not more susceptible to cel1 

death induced by OxLDL when SR-BI expression is up regulated (Figure 4.8) 

suggests that SR-BI activity could modify the fate of lipids coming trom selective 

uptake and reduce their cytotoxicity. Indeed, our results showed that cells exposed to 

HDL3 are rather protected against cell death induced by M-OxLDL (Figure 45) 

despite an increase of selective uptake, suggesting that the latter process is beneficial. 

This is supported by the demonstration that death induced by M-OxLDL in cel1s 

exposed to HDL3 was reduced whereas death induced by S-OxLDL in these cel1s was 

not prevented, which correlated with the levels of augmentation of selective uptake 

by (2 and 1.25-fold respectively). Moreover the increase of selective uptake trom S

OxLDL was mainly caused by a decrease in the protein association and not by a 

higher uptake of lipids (Figure 4.7). These results suggest that the increase of CE 

selective uptake trom S-OxLDL is not sufficient in this condition to counterbalance 

the deleterious effect of S-OxLDL (Figure 4.5). Thus, more investigation is required 

to deterrnine the possible mechanism of protection afforded by the selective uptake 

against the cel1 death induced by OxLDL. 

In conclusion this study reveals that HDL3 have the capacity to inhibit the toxic effect 

(apoptosis) of OxLDL on osteoblastic cells. This inhibition of apoptosis is related to 

the displacement by HDL3 of the OxLDL association to osteoblasts and to the 

modulation of OxLDL metabolism related to an increase of SR-BI expression. This 

higher SR-BI expression reduced the global uptake of OxLDL in favor of selective 

uptake, resulting in the protection against lysosomal membrane damage induced by 

OxLDL. Therefore, the displacement of OxLDL association and the modulation of 
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üxLDL metabolism have to be included to the numerous properties of HDL for the 

protection against üxLDL deleterious effects. It is suggested that HDL may aIse 

prevent osteoporosis development. 
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CHAPITRE V 

DISCUSSION 

l.Importance des lipoprotéines dans les fonctions des ostéoblastes: 

L'étude de l'impact du cholestérol et plus précisément des lipoprotéines sur le 

métabolisme osseux est un domaine d'étude récent qui offre de nombreuses 

perspectives. Ainsi, malgré la nouveauté de ce champ de recherche, quelques études 

ont déjà démontré que les lipoprotéines ont potentiellement un rôle important à jouer 

dans le maintien de l'intégrité du tissu osseux. Cette action des lipoprotéines se 

manifeste notamment par leur habilité à transporter et acheminer différents composés 

nécessaires aux fonctions des ostéoblastes. En effet, il y a une accumulation de 

données qui indiquent que les lipides de la diète transportés par les lipoprotéines 

jouent un rôle important dans les différentes activités des ostéoblastes. Quelques 

études ont ainsi démontré qu'un supplément d'acide gras à longue chaîne assure une 

certaine protection contre la perte osseuse dans des modèles de rongeurs 

ovariectomisés (Kruger et al. 1999 ; Sun et al. 2003). En plus des lipides, les 

résultats de quelques études indiquent que les lipoprotéines ont la fonction 

d'acheminer la vitamine K aux cellules ostéoblastiques afin d'assurer la 

carboxylation de l' ostéocalcine et ainsi permettre à cette dernière de prévenir une 

formation osseuse excessive (Newman et al. 2002 ; Niemeier et al. 2005 ; Schilling et 

al. 2004). L'ensemble de ces études indiquent donc que les lipoprotéines jouent un 

rôle primordial dans le métabolisme osseux. Cependant, malgré le fait que les LDL 

et les HDL constituent deux classes de lipoprotéines les plus abondantes dans la 

circulation, à ce jour il n'existait aucune étude concernant le métabolisme des LDL et 

des HDL par les ostéoblastes. De plus, tout comme les chylomicrons, ces 

lipoprotéines sont reconnues pour transporter des lipides et des vitamines nécessaires 

aux fonctions des ostéoblastes. Il devenait ainsi important d'étudier le métabolisme 

de ces lipoprotéines par les cellules ostéoblastiques. 
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Les résultats obtenus dans la présente étude indiquent pour la première fois que les 

ostéoblastes sont en mesure de capter et d'effectuer le métabolisme du cholestérol des 

LDL et des HDL. Ce métabolisme se fait d'une part par un phénomène de captation 

globale, tel que démontré par la dégradation de ces lipoprotéines (Figure 2.2A). Cette 

dégradation des LDL se produisant probablement suite à leur internalisation par 

l'intermédiaire du rLDL. En effet, les données des essais de liaison indiquent la 

présence d'un site de liaison de haute affinité (Table 2.1) qui a auparavant été associé 

aux rLDL dans les cellules HepG2 (Rhainds et al. 1999). De plus, il a été rapporté 

par le groupe de Heeren (2005) que les cellules ostéoblastiques expriment ce 

récepteur. En accord avec eux, nous avons aussI démontré l'expression de ce 

récepteur dans les cellules MG-63 (données non-montrées). Cependant, il serait 

important de documenter l'implication réelle du rLDL dans la captation globale des 

LDL par les ostéoblastes. Pour ce faire, il suffirait de générer des cellules 

ostéoblastiques sous-exprimant ce récepteur ou bien d'utiliser des cultures primaires 

d'ostéoblastes provenant de souris déficientes en rLDL. À l'aide de ces modèles 

cellulaires, il deviendrait ainsi possible de déterminer la contribution de ce récepteur 

dans la prise des LDL par la réalisation d'essais d'association et de dégradation 

protéique. 

Les résultats provenant des essais de captation sélective démontrent que la captation 

globale n'est pas le seul processus permettant l'acheminement du cholestérol aux 

cellules ostéoblastiques. En effet, la figure 2.2D montre bien que l'ensemble des 

modèles cellulaires ostéoblastiques utilisés sont en mesure de prendre sélectivement 

les EC à partir des LDL et des HDL. Étant donné que ce processus de captation 

sélective a antérieurement été associé à l'activité des SR-B (Brodeur et al. 2005 ; 

Connelly et al. 2003 ; Luangrath et al. 2008), notre intérêt s'est porté vers ces 

récepteurs. Ainsi, nous avons démontré pour la première fois que les ostéoblastes 

expriment différents membres de cette famille de récepteurs, soit le SR-BI, le SR-BU 

et le CD36 (Figure 2.3). De plus, la démonstration par l'utilisation des gradients de 
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sucrose que ces récepteurs sont retrouvés dans les radeaux lipidiques de la membrane 

plasmique suggère que ces récepteurs sont fonctionnels, puisqu'ils sont présents à la 

membrane et peuvent ainsi interagir avec les lipoprotéines (Figure 2.4). Enfin, les 

résultats de compétition ont permis de confirmer cette fonctionnalité. En effet, par 

l'utilisation de LDLOx qui sont reconnues pour être des ligands des SR-B, nous 

avons démontré que ces lipoprotéines modifiées compétitionnent environ 50% de 

l'association protéique des LDL et des HDL (Figure 2.1). Cette compétition par les 

LDLOx s'associe à une baisse de plus de 60% de la captation sélective des EC faite à 

partir des lipoprotéines natives (Figure 2.5). Ainsi, l'ensemble de ces données 

indique que le processus de captation sélective au niveau ostéoblastique se produit 

majoritairement par l'intermédiaire des SR-B. Cependant, ces résultats ne donnent 

aucune information quant à la contribution relative de chacun des SR-B. Ainsi, il 

devient maintenant important de quantifier cette contribution. Pour ce faire, il 

faudrait dans l'avenir générer des cellules ostéoblastiques qui sous expriment soit le 

SR-Blou bien le CD36. Il est toutefois possible qu'en absence de l'un, l'autre puisse 

compenser. En effet, le groupe de madame Brissette a démontré par l'utilisation de 

souris déficientes en SR-BI, qu'il existe un mécanisme permettant de compenser pour 

la perte de captation sélective se faisant par le SR-BI (Brodeur et al. 2005). De plus, 

le groupe de madame Brissette a récemment montré à l'aide de souris doublement 

déficientes en SR-BI et CD36 que ce dernier était responsable de ce mécanisme de 

compensation (Luangrath et al. 2008). Ainsi, il devient également important de 

générer des ostéoblastes sous exprimant ces deux récepteurs. Une autre approche 

possible consisterait à utiliser des cultures primaires provenant de souris qui 

n'expriment pas ces récepteurs. 

1.1.Implication du métabolisme des lipoprotéines dans les fonctions 
ostéoblastiques : 

Il a été démontré que l'acheminement du cholestérol Via les lipoprotéines est 

primordial pour les ostéoclastes. En effet, il est maintenant connu qu'en absence de 
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LDL, il ne peut y avoir fusion des précurseurs des ostéoclastes et ainsi, par le fait 

même, pas de génération d'ostéoclastes matures aptes à dégrader la matrice osseuse 

(Sato et al. 1998). De plus, la survie des cellules ostéoclastiques est compromise 

lorsque ces dernières ne sont pas exposées aux LDL. Cet effet résulte du fait que la 

capacité de biosynthèse de cholestérol par ces cellules est faible (Luegmayr et al. 

2004). Cette moindre production de cholestérol explique également la mort des 

ostéoclastes lors d'une exposition à des HDL, qui en induisant l'ef'flux de cholestérol 

entraînent une diminution fatale du cholestérol cellulaire qui ne peut être remplacé 

par la synthèse cellulaire (Luegmayr et al. 2004). Ainsi, ces données suggèrent d'une 

part la nécessité d'un acheminement suffisant de cholestérol aux ostéoclastes par 

l'intermédiaire des LDL ainsi que le maintien d'un équilibre entre les niveaux de 

HDL et de LDL afin de conserver une activité ostéoclastique adéquate. Cependant, 

les résultats obtenus dans le présent projet semblent indiquer que contrairement aux 

ostéoclastes, l'apport de cholestérol via les lipoprotéines est moins important pour la 

survie des ostéoblastes. En effet, nos résultats montrent qu'en absence de LDL ou de 

HDL, les cellules ostéoblastiques ne présentent aucun signe d'évènements 

apoptotiques (Figure 3.4 et Figure 4.2). De plus, à l'opposé des résultats obtenus 

avec les ostéoclastes, nous avons démontré que la présence de HDL n'a pas d'effet 

sur la viabilité des ostéoblastes (Figure 4.2) et cela malgré le fait que ces HDL soient 

en mesure d'induire le processus d'ef'flux de cholestérol (Figure 4.4). On peut donc 

présumer que l' effiux de cholestérol induit par les HDL est compensé par leur 

capacité de transférer sélectivement leur cholestérol aux ostéoblastes et ainsi assurer 

que l'homéostasie du cholestérol ostéoblastique soit maintenue. De plus, il a été 

démontré que l'efflux de cholestérol causé par la présence de cyclodextrine entraîne 

une augmentation de l'expression de la HMGCoA réductase (enzyme impliquée dans 

la synthèse du cholestérol) au niveau des ostéoblastes (Luegmayr et al. 2004). Ainsi, 

il est possible que les HDL aient un effet similaire, permettant ainsi de maintenir des 

niveaux de cholestérol adéquats pour assurer la survie des ostéoblastes. L'ensemble 
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de ces données suggère donc que l'apport de cholestérol via les lipoprotéines n'est 

pas essentiel à la survie des cellules ostéoblastiques. 

L'acheminement du cholestérol aux ostéoblastes par les lipoprotéines pourrait 

toutefois assurer d'autres fonctions associées aux ostéoblastes. L'une d'elle pourrait 

être d'assurer la migration des ostéoblastes vers la surface osseuse. En effet, notre 

groupe a récemment démontré qu'en présence de LDL, il Ya une forte augmentation 

de la migration des cellules MG-63 (Hamel et al. 2008). Cette induction de la 

migration par les LDL a également été rapportée au niveau des SMC (Damirin et al. 

2007). Cette augmentation de la motilité des SMC exposées aux LDL serait causée 

par la présence d'acide lysophosphatidique (LPA) à l'intérieur de ces lipoprotéines 

natives. De plus, il a été démontré que le LPA induit la migration des cellules 

MC3T3-E1 (Masiello et al. 2006). Ainsi, on peut présumer que les LDL sont en 

mesure d'induire la migration des ostéoblastes par l'intermédiaire des molécules de 

LPA qu'elles transportent. Cependant, bien que ce mécanisme ait été démontré au 

niveau des SMC, il serait important de mieux caractériser l'importance de la présence 

de LPA dans l'effet migratoire induit par les LDL sur les ostéoblastes. Il serait 

également intéressant de déterminer si les HDL ont la capacité d'induire la migration 

des ostéoblastes, puisqu'un tel effet migratoire des HDL a déjà été démontré au 

niveau des cellules endothéliales (Seetharam et al. 2005). Cependant, cette induction 

de la migration par les HDL semble être dépendante du type cellulaire, puisqu'il a été 

rapporté que les HDL inhibent la migration des SMC (Damirin et al. 2007). Par 

contre, ces effets sur la migration des ostéoblastes se rapportent davantage à la 

capacité des lipoprotéines à transporter différents lipides bioactifs qui agissent par 

l'intermédiaire de leurs récepteurs spécifiques et le lien avec l'utilité du métabolisme 

du cholestérol par les ostéoblastes est moindre dans cette optique. 

Ainsi, l'importance du métabolisme des lipoprotéines par les ostéoblastes pourrait 

provenir des études utilisant les statines. Ces études ont démontré que l'inhibition de 
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la biosynthèse du cholestérol au niveau des ostéoblastes par l'utilisation de statines 

favorise la différenciation de ces derniers et ainsi la formation osseuse. En effet, il a 

été démontré in vitro que les statines induisent une hausse de l'activité de la 

phosphatase alcaline et de la minéralisation (Maeda et al. 2001 ; Sugiyama et al. 

2000). De plus, il a aussi été démontré que l'administration locale de statines à des 

souris augmente l'épaisseur du calvarium de ces dernières (Garrett et al. 2002). Il a 

également été rapporté que l'administration orale de statines à des rats cause une 

hausse de la densité minérale osseuse (Oxlund et al. 2000 ; Wilkie et al. 2000). 

Cependant, il est important de mentionner que cette induction de la différenciation 

ostéoblastique et de la formation osseuse n'est pas attribuée à l'absence de synthèse 

de cholestérol. En effet, l'action des statines au niveau des ostéoblastes a plutôt été 

associée à une augmentation de l'expression et de la sécrétion de la protéine 

morphogénique de l'os (BMP) qui est une protéine reconnue pour induire la 

différenciation ostéoblastique. Cette hausse des BMP serait causée par l'inhibition 

des différents intermédiaires impliqués dans la biosynthèse du cholestérol (Maeda et 

al. 2001 ; Sugiyama et al. 2000). Malgré tout, il demeure que cette hausse de la 

différenciation ostéoblastique induite par les statines se produit en absence de 

synthèse cholestérol. Ainsi, il est possible d'envisager que la différenciation 

ostéoblastique nécessite l'inhibition de ces intermédiaires et par conséquent 

l'inhibition de la synthèse du cholestérol. Dans cette optique, il faut alors considérer 

que les besoins en cholestérol des ostéoblastes demeurent et que l'acheminement du 

cholestérol aux ostéoblastes par l'intermédiaire des lipoprotéines pourrait être 

essentiel lors de la différenciation de ces cellules. Ceci constitue donc un aspect très 

important qui devra être abordé dans l'avenir. 

1.2.Implication des lipoprotéines dans l'acheminement de l'oestrogène aux 
ostéoblastes: 

Tel que mentionné précédemment, l'importance des lipoprotéines dans le 

métabolisme osseux repose sur leur habilité à transporter différents agents nécessaires 
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aux fonctions des cellules ostéoblastiques. Jusqu'à présent, les recherches ont 

essentiellement porté sur l'acheminent aux ostéoblastes de la vitamine K par les 

lipoprotéines. Cependant, les lipoprotéines peuvent également transporter d'autres 

composants nécessaires aux ostéoblastes. En effet, il est maintenant connu que 

l'oestrogène peut être transporté par les lipoprotéines et plus particulièrement par les 

HDL, mais aussi les LDL (Helisten et al. 2001 ; Leszczynski et al. 1990 ; Tang et al. 

1997). Cette capacité des lipoprotéines à transporter l'oestrogène pourrait être non 

négligeable pour le métabolisme osseux étant donné le rôle important que joue cette 

hormone dans le maintien de la masse osseuse. En effet, il est bien documenté que la 

déficience en oestrogène cause une perte osseuse rapide et sévère (Bilezikian et al. 

1998; Riggs et al. 1998). Les effets protecteurs de l'estrogène sur l'os ont surtout été 

attribués à une inhibition de la résorption osseuse (Tobias et al. 1999) ; cette 

inhibition de la dégradation de la matrice osseuse provenant en partie de l'action de 

l'œstrogène sur les ostéoblastes. En effet, l'oestrogène cause une baisse de la 

production de cytokines ostéoclastogénique par les ostéoblastes et aussi une hausse 

des facteurs inhibant l' ostéoclastogenèse (Manolagas et Jilka 1995 ; Spe1sberg et al. 

1999 ; Saika et al. 2001). De plus, l'oestrogène peut également favoriser directement 

la formation osseuse. À cet effet, il a été démontré que l'oestrogène induit la 

différenciation des cellules ostéoblastiques (Dang et al. 2002). Cette action 

ostéogénique a également été montrée chez des souris ayant reçu de fortes doses 

d'oestrogène (Samuels et al. 1999). De plus, l'administration de doses relativement 

élevées et de manière prolongée à des femmes en post-ménopause a également 

démontré un effet ostéogénique de l'oestrogène (Bord et al. 2000). Ainsi, étant 

donné l'absence de documentation concernant les mécanismes permettant 

l'acheminement de l'oestrogène aux tissus osseux, nous avons entrepris de déterminer 

si les lipoprotéines pouvaient être impliquées dans ce transport de l'oestrogène aux 

cellules ostéoblastiques. 
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Les résultats obtenus démontrent clairement que les LDL et les HDL sont en mesure 

de transférer de manière sélective aux ostéoblastes l'oestrogène qu'elles contiennent 

(Figure 2.6). Nous avons également montré que les récepteurs SR-B sont 

responsables de cette captation sélective de l'oestrogène, puisque la présence des 

LDLOx (ligands des SR-B) inhibe le transfert de l'oestrogène des lipoprotéines vers 

les ostéoblastes (Figure 2.6). Cependant, tout comme la captation sélective des EC, 

ces résultats ne permettent pas de quantifier la contribution relative des différents SR

B. Ainsi, il devient nécessaire d'utiliser des cellules sous-exprimant ces récepteurs 

afin de déterminer l'importance de chacun de ces SR-B dans la prise de l'oestrogène 

à partir des lipoprotéines. Toutefois, puisqu'il a été montré au niveau des cellules 

endothéliales (Gong et al. 2003) et des cellules HepG2 (Badeau et al. 2007) que le 

SR-BI est impliqué dans la captation sélective de l'oestrogène contenu dans les HDL, 

il est fort probable que cela soit également le cas au niveau ostéoblastique. Une autre 

stratégie afin de déterminer l'implication du SR-BI serait de déterminer à l'aide de 

souris déficientes pour ce récepteur si l'injection d'oestrogène peut également 

provoquer un effet ostéogénique comparable à des souris normales. Il devient aussi 

important de déterminer si cette oestrogène transmise aux ostéoblastes peut être 

biologiquement active et ainsi assurer les différents effets ostéogéniques qui ont été 

associés à l'oestrogène. Pour ce faire, il suffirait de déterminer l'activité 

transcriptionnelle des récepteurs à l'estrogène par l'intermédiaire d'une construction 

contenant un gène rapporteur luciférase couplé à l'élément de réponse des récepteurs 

à l'oestrogène. 

2.Impact des lipoprotéines dans le développement de l'ostéoporose: 

Les lipoprotéines ont également un rôle à jouer dans le développement de 

l'ostéoporose. En effet, il y a un certain nombre d'études épidémiologiques qui 

démontrent qu'il y a une corrélation entre le développement de l'athérosclérose et de 

l'ostéoporose (Barengolts et al. 1998 ; Shiraki et al. 1997 ; Uyama et al. 1997). Le 
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développement parallèle de ces deux pathologies suggère donc qu'il pourrait y avoir 

des facteurs communs qui sont responsables de l'apparition de ces deux troubles 

physiologiques. Étant donné qu'il est maintenant connu que les LDL deviennent pro

athérogéniques suite à une modification oxydative (Steinberg et al. 1997), il a été 

suggéré que ces lipoprotéines modifiées (LDLOx) pourraient être également 

responsables du développement de l'ostéoporose chez les patients présentant des 

niveaux élevés de cholestérol. En accord avec cette hypothèse, il a été démontré que 

des souris mises sous diète athérogénique présentent une réduction de la formation 

osseuse (parhami et al. 2001). De plus, certaines études ont rapporté que 

l'administration de statines, reconnues pour diminuer le cholestérol plasmatique, 

entraîne une hausse de la formation osseuse et également une réduction des risques de 

fractures (Edwards et al. 2000 ; Meier et al. 2000 ; Schoofs et al. 2004). Le groupe 

de Tintut (2004) a aussi montré qu'il y a une hausse des hydropéroxydes lipidiques au 

niveau de la moelle osseuse de souris sous diète athérogénique. Le rôle des LDLOx 

dans le développement de l'ostéoporose a plus précisément été mis en valeur par des 

études portant sur l'impact des LDLOx sur la différenciation ostéoblastique. Ainsi, 

ces études ont montré que les LDLOx induisent une inhibition de la différenciation 

ostéoblastique (Parhami et al. 1997 ; Mody et al. 2001). Cette inhibition de 

l'ostéoblastogénèse résulte en une hausse dans la génération des adipocytes qui 

proviennent des mêmes précurseurs cellulaires que les ostéoblastes (Parhami et al. 

1999). Cette implication des LDLOx dans le développement de l'ostéoporose est 

aussi appuyée par la démonstration que les LDLOx affectent la survie cellulaire des 

ostéoblastes (Hirasawa et al. 2007 ; Klein et al. 2003). L'ensemble de ces études 

indiquent donc que les lipoprotéines et plus particulièrement les LDLOx ont un 

impact sur le métabolisme osseux et sont en partie responsables de l'ostéoporose. 

Cependant, les mécanismes menant à l'apparition de l'ostéoporose demeurent encore 

très obscurs. Ainsi, suite à la démonstration par notre groupe que les ostéoblastes 

expriment des récepteurs ayant la capacité de lier les LDLOx (Figure 2.3), nous avons 

entrepris l'étude du métabolisme de ces lipoprotéines par les ostéoblastes afin de 
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mieUX comprendre les différents effets qu'ont les LDLOx sur les fonctions 

ostéoblastiques. 

2.l.Détermination de la capacité des ostéoblastes à effectuer le métabolisme des 
LDLOx: 

Les résultats obtenus montrent que les ostéoblastes sont en mesure de prendre 

sélectivement les EC contenus dans les LDLOx (Figure 3.1). La présence de ce 

phénomène de captation sélective est donc en accord avec l'expression du SR-BI par 

les cellules ostéoblastiques. En effet, le groupe de madame Brissette a également 

rapporté que les LDLOx peuvent se lier aux cellules HepG2, et que cette liaison est 

inhibée par d'autres ligands du SR-BI (Rhainds et al. 1999). Dans cette même étude, 

il a aussi été rapporté que les EC des LDLOx peuvent être captés sélectivement suite 

à leur incubation avec des cellules HepG2. Puisque cette captation sélective des EC 

est réduite lorsque les LDL modifiées marquées sont co-incubées avec des HDL, 

LDL, BSA maléylée, il a été suggéré que les SR-BI et/ou le CD36 est/sont 

impliquées) dans la captation sélective des EC provenant des LDLOx (Rhainds et al. 

1999). Enfin, plus récemment, dans une étude à laquelle j'ai contribué durant ce 

doctorat, le groupe de madame Brissette a montré que le SR-BI des cellules non

parenchymateuses hépatiques est responsable de la captation sélective faite à partir 

des LDL fortement oxydées (Bourret et al. 2006). La possibilité que le SR-BI soit 

responsable de ce processus de prise sélective à partir des LDLOx au niveau des 

ostéoblastes est également mise en valeur par les résultats obtenus suite à des pré

incubations des ostéoblastes avec des HDL. En effet, nous avons montré que des 

cellules MG-63 exposées aux HDL durant 24 hrs montrent une hausse de l'expression 

de SR-BI (Figure 4.6) et que cette augmentation du SR-BI est corrélée avec une 

hausse de la captation sélective faite à partir des LDLOx (Figure 4.7). Cependant, 

afin d'établir la contribution relative de ce récepteur dans la captation sélective à 

partir des LDLOx, il faudra dans l'avenir avoir recours à des ostéoblastes qui sous 
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expriment le SR-Blou bien à des cultures primaires d'ostéoblastes provenant de 

souris déficientes pour ce récepteur. 

Les résultats obtenus montrent que les ostéoblastes métabolisent également les 

LDLOx par l'intermédiaire d'un processus de captation globale. En effet, les 

données présentées à la figure 3.1 montrent la présence d'une association protéique 

qui résulte dans la dégradation de la particule oxydée. Cette prise des LDLOx 

pourrait également provenir de l'activité du SR-BI, puisqu'il a été démontré à l'aide 

de cellules CHO sur-exprimant le SR-BI que ce dernier peut mener à l'internalisation 

des LDLOx (Gillotte-Taylor et al. 2001). De plus, nous avons montré que des 

ligands du SR-BI, tels que les LDL et les HDL diminuent l'association protéique des 

LDLOx aux ostéoblastes (Figure 4.3). Par contre, il s'avère qu'au niveau des 

ostéoblastes, la captation globale via le SR-BI est peu probable. En effet, nos 

résultats montrent que malgré une hausse d'expression du SR-BI suite à une 

exposition des cellules MG-63 à des HDL, il n'y a pas de hausse d'association 

protéique (Figure 4.7). Ainsi, un autre candidat à cette prise des LDLOx est le CD36 

qui est également exprimé par les cellules ostéoblastiques (Figure 2.3). La possible 

implication de ce récepteur dans la prise des LDLOx est appuyée par la 

démonstration que le CD36 exprimé par les macrophages est un récepteur important 

dans la prise des LDLOx (Nozaki et al. 1995 ; Podrez et al. 2000). De plus, avec ma 

collaboration, le groupe de madame Brissette a montré récemment par l'intermédiaire 

de souris déficiente en CD36 que ce dernier est impliqué dans la clairance 

plasmatique des LDLOx (Luangrath et al. 2008). Ainsi, afin d'établir la contribution 

de ce dernier dans la prise des LDLOx par les ostéoblastes, il faudra avoir recours à 

des ostéoblastes qui sous-expriment ce récepteur. 

2.2.Impact du métabolisme des LDLOx sur la survie des ostéoblastes: 

Il est ici important de noter que la dégradation des LDLOx demeure relativement 

faible lorsque comparée avec celle des LDL natives (Figure 3.1). En accord avec 
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cette faible efficacité de dégradation, différentes études ont démontré que le 

cholestérol ainsi que la partie protéique des LDLOx s'accumulent à l'intérieur des 

lysosomes des macrophages (podrez et al. 1994 ; Jessup et al. 1992). Cette 

accumulation est le résultat d'une incapacité de la part des enzymes lysosomales à 

hydrolyser ou dégrader les différents composants des LDLOx (Lougheed et al. 1991). 

Ainsi, cette faible dégradation des LDLOx par les ostéoblastes suggère que ces 

lipoprotéines s'accumulent dans les lysosomes et pourraient ainsi causer des effets 

cytotoxiques pour les ostéoblastes. Nous avons ainsi entrepris d'étudier les effets que 

peuvent avoir les LDLOx sur la viabilité des cellules ostéoblastiques. 

Les résultats obtenus démontrent que les LDLOx induisent la prolifération des 

ostéoblastes lorsque ces derniers sont exposés à de faibles concentrations de 

lipoprotéines oxydées. En effet, on remarque une hausse de l'activité MTT (Figure 

3.2) et également une augmentation de l'incorporation de thymidine (Figure 3.3) 

lorsque des cellules MG-63 sont exposées à de faibles concentrations de LDLOx. En 

accord avec ce résultat, le groupe de Demer a montré que la présence de LDLOx 

augmente l'incorporation de thymidine par les cellules MC3T3-El et diminue en 

parallèle leur différenciation ostéoblastique (Parhami et al. 1997). Ainsi, l'induction 

de la prolifération par les LDLOx s'accompagne d'une inhibition d'une des fonctions 

principales des LDLOx. D'ailleurs, il a été rapporté que l'induction des gènes 

associés avec la minéralisation et donc la formation osseuse est accompagnée par une 

réduction de la prolifération des cellules ostéoblastiques (Owen et al. 1990 ; Stein et 

al. 1990). Donc, en induisant la prolifération des ostéoblastes, les LDLOx entraînent 

une diminution de la différenciation et de la capacité de formation osseuse, ce qui 

pourrait contribuer au développement de l'ostéoporose. Cependant, ces résultats 

n'apportent aucune information concernant les mécanismes qui mènent à la 

prolifération des ostéoblastes sous l'influence des LDLOx. Ainsi, cet aspect devra 

être éventuellement abordé afin de pouvoir établir des cibles thérapeutiques qui 

pourraient permettre d'éviter cet effet mitogénique causé par les LDLOx. 
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Les résultats indiquent également que les LDLOx n'ont pas pour seul effet d'induire 

la prolifération. En effet, nous avons montré qu'à de fortes concentrations les 

LDLOx entraînent la mort des cellules ostéoblastiques par l'intermédiaire d'un 

mécanisme d'apoptose (Figure 3.4). Étant donné la démonstration que les 

ostéoblastes dégradent peu les LDLOx (Figure 3.1) et que la prise cellulaire de ces 

lipoprotéines est reconnue pour être un mécanisme important dans l'induction des 

effets toxiques (Li, Yuan et Brunk, 1998), nous avons étudié l'importance de ce faible 

métabolisme des LDLOx dans la mort des ostéoblastes. Les résultats obtenus 

indiquent que cette moindre capacité des ostéoblastes à dégrader les LDLOx est 

effectivement responsable, du moins en partie, de la mort induite par la présence de 

ces lipoprotéines modifiées. En effet, par un marquage des cellules à l'acridine 

orange, nous avons montré que les LDLOx entraînent une perméabilisation de la 

membrane des lysosomes (Figure 3.5). Certaines études ont démontré que la perte 

d'intégrité lysosomale est reliée à la mort cellulaire qui est causée par la libération 

dans le cytoplasme des enzymes lysosomales (Boya et al. 2003 ; Li, Yuan, Olsson et 

al. 1998). Ainsi, afin de confirmer l'importance de cette accumulation lysosomale 

des LDLOx dans les effets cytotoxiques de ces dernières, nous avons eu recours à la 

choloroquine qui est un agent qui inhibe l'activité lysosomale. Les résultats 

indiquent que la présence de la chloroquine accentue la mort cellulaire induite par les 

LDLOx (Figure 3.6), ce qui suggère que l'inhibition de l'activité de dégradation 

lysosomale des LDLOx favorise la perméabilisation de la membrane des lysosomes, 

et par conséquent, la libération cytoplasmique des enzymes lysosomales. Ce 

processus est également appuyé par les résultats provenant de la pré-incubation des 

cellules MG-63 avec des HDL. En effet, à l'aide de ces expériences, nous avons 

montré que l'exposition des ostéoblastes à des HDL diminue l'association protéique 

des LDLOx (Figure 4.7), ce qui résulte en une préservation de l'intégrité lysosomale 

(Figure 4.8) qui est associée avec une inhibition de la mort cellulaire induite par les 

LDLOx (Figure 4.5). L'ensemble de ces données indique donc que l'incapacité des 

ostéoblastes à effectuer le métabolisme des LDLOx est responsable de la mort induite 
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par ces lipoprotéines. Malgré que les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

mort induite par une perméabilisation des lysosomes demeurent encore peu connus, il 

devient tout de même intéressant de mieux caractériser les différents évènements qui 

participent à cette voie d'apoptose lysosomale. 

La démonstration que l'internalisation des LDLOx est impliquée dans la mort des 

cellules ostéoblastiques indique également l'importance de s'intéresser aux voies 

permettant cette prise des LDLOx. Ainsi, étant donné que nous avons montré que 

les SR-B sont responsables d'une certaine proportion de l'association des LDLOx 

aux ostéoblastes (Figure 2.1 et 4.3), ces récepteurs constituent des candidats qui 

pourraient potentiellement être impliqués dans la mort induite par l'internalisation des 

LDLOx. Les données obtenues suggèrent toutefois que le SR-BI n'est pas le SR-B 

qui est responsable de l'apoptose causée par les LDLOx. En effet, la démonstration 

qu'une hausse d'expression du SR-BI (Figure 4.6) causée par l'exposition des 

cellules à des HDL est accompagnée d'une protection contre l'effet apoptotique 

induit par les LDLOx (Figure 4.5), suggère fortement que l'expression du SR-BI 

permet plutôt de contrer l'action cytotoxique des LDLOx. Cet effet protecteur du 

SR-BI pourrait provenir du fait qu'il a été démontré que le SR-BI est moins efficace 

que le CD36 pour internaliser les LDLOx (Sun et al. 2007). Ainsi, une augmentation 

de l'expression du SR-BI pourrait faire en sorte de réduire l'entrée des LDLOx en 

déplaçant la liaison des LDLOx du CD36 vers le SR-BI. D'ailleurs, nous avons 

démontré que la hausse d'expression du SR-BI s'accompagne d'une réduction de 

l'association protéique des LDLOx (Figure 4.7), ce qui suggère une diminution de 

l'internalisation de ces lipoprotéines. Une autre hypothèse qui pourrait expliquer cet 

effet protecteur du SR-BI réside dans la démonstration que l'augmentation de 

l'expression du SR-BI s'accompagne également d'une hausse de la captation 

sélective des EC des LDLOx (Figure 4.7). À première vue, cette hausse de prise des 

lipides à partir des LDLOx pourrait suggérer une augmentation de l'entrée de 

produits nocifs dans les cellules et ainsi une hausse au niveau de la cytotoxicité et non 
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une protection telle qu'obtenue à la figure 4.5. Ainsi, ces résultats pourraient 

suggérer que l'activité du SR-BI permet de diriger le cholestérol vers des 

compartiments autres que les lysosomes et d'assurer une diminution de 

l'accumulation du cholestérol dans ces compartiments. À cet effet, il a été démontré 

que les EC des HDL pris par l'intermédiaire du SR-BI sont en partie hydrolysés à 

l'extérieur des lysosomes (Acton et al. 1996 ; Rhainds et al. 1999). De plus, le 

groupe madame Brissette a montré que 68% des EC provenant des LDLOx sont 

hydrolysés dans les lysosomes (Rhainds et al. 1999). Ainsi, il est possible que dans 

les ostéoblastes, les lipides des LDLOx pris par l'intermédiaire du SR-BI soient 

dirigés vers un compartiment qui permet d'hydrolyser ces lipides toxiques plus 

efficacement ou au moins de faire en sorte de protéger les cellules de ces lipides 

bioactifs. Il faudra donc dans l'avenir déterminer plus précisément les mécanismes 

qui permettent au SR-BI de protéger les ostéoblastes contre la mort induite par les 

LDLOx. 

Le CD36, qui est aussi exprimé par les ostéoblastes (Figure 2.3), est un autre 

récepteur capable d'internaliser les LDLOx. Ainsi, ce dernier pourrait être le SR-B 

qui est responsable de l'apoptose induite par les LDLOx. D'ailleurs, il a été 

démontré que le CD36 est impliqué dans la prise des LDLOx au niveau des 

macrophages (Nozaki et al. 1995 ; Podrez et al. 2000) et que l'inhibition de cette prise 

entraîne une réduction de l'apoptose causée par les LDLOx (Wintergerst et al. 2000). 

Il s'avère donc important de déterminer l'importance de ce récepteur dans l'induction 

de la mort des cellules ostéoblastiques exposées à des LDLOx. Pour ce faire, il 

faudrait utiliser, soit des cellules sous-exprimant ce récepteur ou avoir recours à des 

anticorps bloquant le CD36. Enfin, il sera primordial de déterminer in vivo l'impact 

que peuvent avoir le SR-BI et le CD36 dans le développement de l'ostéoporose causé 

par des conditions athérogéniques. Pour y arriver, il faudra utiliser des souris 

déficientes pour ces récepteurs et mettre ces dernières sous une diète athérogénique. 

Par la suite, les os de ces souris pourraient être utilisés en vue de déterminer si le 
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nombre d'ostéoblastes et d'ostéoclastes est modifié par la diète. De plus, la densité 

minérale osseuse pourrait également être évaluée afin de déterminer si l'absence de 

ces récepteurs prévient la réduction de la formation osseuse causée par une diète 

athérogénique. 

3.Impact des HDL sur le métabolisme osseux: 

Tel que mentionné précédemment, les HDL sont reconnues pour assurer une 

protection contre le développement des maladies cardio-vasculaires (Gordon et al. 

1998). Cette action protectrice est attribuable à de nombreuses propriétés que 

possèdent ces lipoprotéines, telles que la capacité d'induire l'efflux de cholestérol 

(Kwiterovich et al. 1998), d'inhiber l'oxydation des LDL (Navab et al. 2004) et aussi 

d'inhiber les différentes voies de signalisation cellulaires qui sont induites par les 

LDLOx (Lee et al. 2005 ; Robbesyn et al. 2003 ; Schmidt et al. 2006 ; Suc et al. 

1997). Cependant, l'effet des HDL au niveau du tissu osseux a reçu bien peu 

d'attention comparativement à l'action des LDL. Certaines études ont toutefois 

indiqué que les HDL peuvent exercer un effet protecteur contre le développement de 

l'ostéoporose. En effet, il a été démontré que les HDL induisent l'apoptose au niveau 

des ostéoclastes (Luegmayr et al. 2004). Cette mort serait causée par la capacité que 

les HDL ont d'induire l'effiux de cholestérol, puisque les ostéoclastes n'ont pas une 

assez grande capacité de biosynthèse de cholestérol pour compenser cette perte. 

Ainsi, on peut présumer qu'in vivo, la présence de HDL entraîne une réduction du 

processus de résorption osseuse en diminuant le nombre d'ostéoclastes aptes à 

dégrader la matrice osseuse. De plus, certaines études ont aussi montré qu'il y a une 

corrélation positive entre les niveaux de HDL plasmatiques et la densité minérale 

osseuse (Dennison et al. 2007 ; Solomon et al. 2005 ; Yamaguchi et al. 2002). Ainsi, 

dans le cadre de ce projet, nous avons porté notre intérêt vers la capacité des HDL à 

inhiber les effets toxiques des LDLOx. De plus, étant donné la démonstration de 

l'importance du métabolisme des LDLOx dans l'induction de l'apoptose des 
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ostéoblastes (Chapitre III), nous avons cherché à déterminer SI les HDL ont la 

capacité de modifier ce métabolisme. 

3.l.EfTet protecteur des BDL sur la mort ostéoblastique induite par les LDLOx : 

Les résultats obtenus démontrent que les HDL ont effectivement la capacité d'inhiber 

l'apoptose causée par l'exposition des ostéoblastes aux LDLOx (Figure 4.2). De 

plus, nous avons montré que cette protection est au moins en partie due à une 

modulation du métabolisme des LDLOx. En effet, les expériences de compétition 

montrent que les HDL ont la capacité d'empêcher l'association des LDLOx aux 

ostéoblastes (Figure 4.3), ce qui suggère que l'internalisation des LDLOx est 

nécessaire pour l'induction de ce processus d'apoptose. De plus, l'importance de la 

modulation du métabolisme des LDLOx a aussi été mise en valeur par des 

expériences où les ostéoblastes ont été pré-incubés avec des HDL avant d'être 

exposés aux LDLOx. Les résultats démontrent que cette pré-incubation prévient la 

mort cellulaire causée par les LDLOx (Figure 4.5) et que cette protection provient 

d'une diminution de la prise de ces lipoprotéines modifiées (Figure 4.7), ce qui 

permet de maintenir l'intégrité de la membrane des lysosomes (Figure 4.8). Cette 

diminution de l'internalisation des LDLOx se fait en faveur d'une hausse de la 

captation sélective (Figure 4.7) qui provient d'une hausse concomitante de 

l'expression du SR-BI (Figure 4.6). L'ensemble de ces résultats indique donc que les 

HDL peuvent exercer un effet protecteur contre la présence de conditions 

athérogéniques et cela par la modulation du métabolisme des LDLOx. 

3.2.Autres mécanismes potentiellement impliqués dans la protection apportée 
par les ostéoblastes: 

Les HDL possèdent plusieurs autres propriétés qui pourraient être responsables de cet 

effet protecteur. L'une de ces propriétés réside dans le fait que les HDL sont en 

mesure de transporter des antioxydants, tel que la vitamine E qui peut inhiber 

l'apoptose induite par les LDLOx au niveau des cellules endothéliales (Vieira et al. 
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1998) et des SMC (de Nigris et al. 2000). De plus, il a été rapporté que les HDL 

peuvent transférer cette vitamine aux cellules par l'intermédiaire du SR-BI (Balazs et 

al. 2004 ; Tachikawa et al. 2007) dont nous avons montré l'expression par les 

ostéoblastes (Figure 2.3). Il devient donc important de vérifier si les HDL peuvent 

acheminer la vitamine E aux cellules ostéoblastiques via le SR-BI et de déterminer si 

ce transfert permet d'empêcher les effets toxiques des LDLOx. Cette capacité 

potentielle d'acheminer des antioxydants aux cellules ostéoblastiques pourrait 

également faire en sorte d'empêcher que les ostéoblastes puissent oxyder les LDL qui 

entrent en contact avec ces cellules (Figure 3.7) et ainsi prévenir les effets néfastes 

provenant de la génération de LDLOx au niveau du tissu osseux. L'importance 

d'étudier la capacité des HDL à transférer de la vitamine E aux ostéoblastes provient 

également du fait qu'il a été rapporté que cette vitamine a des effets bénéfiques sur le 

métabolisme osseux. En effet, il a été démontré que l'ostéoporose est associée avec 

une baisse au niveau des antioxydants plasmatiques (Maggio et al. 2003). De plus, il 

a été rapporté que la prise d'antioxydants permet de réduire les risques de fractures 

chez l'humain (Zhang et al. 2006) et que la vitamine E favorise la guérison des 

fractures chez les rats (Turk et al. 2004). Un autre mécanisme par lequel les HDL 

pourraient protéger contre la mort induite par les LDLOx est l'activation de la voie de 

survie cellulaire AKT. En effet, il a été montré au niveau des cellules endothéliales 

que la liaison des HDL au SR-BI entraîne l'activation de cette voie de signalisation 

(Ozaki et al. 2003). De plus, Klein et al. (2006) ont démontré que les LDL causent la 

mort des ostéoblastes en inhibant l'activité d'AKT. Ainsi, il est possible que les HDL 

puissent renverser cet effet. 



CONCLUSIONS
 

L'étude de l'importance du cholestérol dans le métabolisme osseux est une discipline 

très récente et qui s'applique d'une part à comprendre le rôle que jouent les 

lipoprotéines dans le maintien de l'intégrité du tissu osseux. En effet, de part leur 

capacité à transporter différents lipides bioactifs et vitamines nécessaires aux 

fonctions ostéoblastiques, les lipoprotéines sont maintenant reconnues pour être 

impliquées dans la régulation de la formation osseuse. Dans cette optique, nous 

avons tout d'abord évalué si les LDL et les HDL, deux classes abondamment 

retrouvées chez l'humain, peuvent avoir un rôle à jouer dans les fonctions des 

ostéoblastes. Tel que représenter dans le schéma de la figure 5.1, les résultats obtenus 

démontrent que les cellules ostéoblastiques sont en mesure de capter le cholestérol et 

également l'oestrogène contenu dans ces lipoprotéines natives. De plus, nous avons 

montré que cette prise faite à partir des lipoprotéines repose sur un processus de 

captation globale mais également de captation sélective. Ce dernier phénomène de 

prise sélective des EC et de l'oestrogène est dû à l'expression au niveau des cellules 

ostéoblastiques des différents récepteurs SR-B. Ainsi, l'ensemble de ces résultats 

indiquent que les LDL et les HDL sont impliquées dans les fonctions ostéoblastiques 

de par leur aptitude à acheminer du cholestérol et de l'oestrogène par l'intermédiaire 

des récepteurs de la famille SR-B qui sont exprimés par les cellules ostéoblastiques. 

Le deuxième objectif de ce projet de doctorat était de déterminer l'implication des 

lipoprotéines dans le développement de l'ostéoporose qui a été associée à la présence 

de conditions athérogéniques. Étant donné que les lipoprotéines deviennent 

athérogéniques suite à une oxydation et que les LDLOx qui en résultent sont des 

ligands des SR-B, nous avons déterminé l'impact de ces LDLOx sur la survie des 

cellules ostéoblastiques. Les résultats obtenus indiquent que de faibles 

concentrations de LDLOx causent la prolifération des ostéoblastes. 
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LIPOPRoTÉINES 

IMPACT IMPACT 

PAlHOLOG1QUE BÉNÉFIQUE 

~Achemi nement: 

-Chal estéroi 

-Oestrogène 

Baisse deta ·Protection contre 
formation osseuse f'apoptose 

Figure 5.1 : Représentation schématique des effets pathologiques et bénéfiques 
des lipoprotéines. Par l'intermédiaire des LDLOx, les lipoprotéines vont induire des 
effets néfastes sur le métabolisme osseux, puisque les LDLOx causent la prolifération 
et également l'apoptose des ostéoblastes. Ces effets, antérieurement associés à une 
baisse de la formation osseuse, indiquent que les LDLOx peuvent entraîner le 
développement de l'ostéoporose. De plus, les LDLOx induisent l'apoptose par 
l'intermédiaire des récepteurs SR-B, ce qui indique que lors d'une condition 
athérogénique, ces récepteurs peuvent avoir une action néfaste sur l'os. Cependant, 
en condition non pathologique, les SR-B peuvent avoir un effet bénéfique sur les 
fonctions ostéoblastiques par leur habilité à assurer la prise de cholestérol et 
d'œstrogène contenu dans les LDL et les HDL. Cette dernière classe de lipoprotéines 
peut aussi assurer la préservation de l'intégrité du tissu osseux en empêchant la mort 
induite par les LDLOx. Cette action est en partie due à une modulation de 
l'expression des SR-B qui permet de contrer les effets néfastes des LDLOx. 
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Cependant, cet effet mitogénique est remplacé par la mise en place d'un processus 

d'apoptose des cellules ostéoblastiques lorsque la concentration des LDLOx est 

augmentée. Cette perte de viabilité provient du fait que les ostéoblastes sont 

incapables d'effectuer le métabolisme des LDLOx. Ainsi, cette incapacité 

ostéoblastique résulte en une accumulation lysosomale des LDLOx, ce qui entraîne 

subséquemment la mort des ostéoblastes par un mécanisme qui reste encore à être 

détaillé. Ces résultats suggèrent donc fortement que les lipoprotéines peuvent 

également avoir un impact pathologique, puisque la prolifération et l'apoptose 

induites par les LDLOx sont deux effets qui entraînent une diminution de la 

formation osseuse (Figure 5.1) et par conséquent le développement de l'ostéoporose. 

De plus, ces résultats proposent que les SR-B peuvent en condition athérogénique 

avoir un impact néfaste sur le métabolisme osseux, puisque des ligands des SR-B 

inhibent l'apotose induite par les LDLOx. Ceci implique donc que les LDLOx 

entraînent la mort des ostéoblastes par l'intermédiaire des SR-B (Figure 5.1). 

Enfin, nous avons montré que les HDL ont la capacité d'empêcher les effets toxiques 

des LDLOx et cela par l'intermédiaire d'une modulation du métabolisme de ces 

lipoprotéines modifiées. En effet, nous avons démontré que l'inhibition de l'apoptose 

des ostéoblastes induite par la présence des LDLOx provient de la capacité des HDL 

à empêcher l'association des LDLOx aux ostéoblastes. De plus, nous avons montré 

que les HDL modulent à la hausse l'expression du SR-BI. Cette augmentation du 

SR-BI conduit à un changement dans le métabolisme des LDLOx, puisqu'il y a une 

diminution de l'association protéique des LDLOx et également une hausse de la 

captation des EC faite à partir des LDLOx. Cette modulation donne lieu à une 

inhibition de la perte d'intégrité des lysosomes qui est induite par les LDLOx et ainsi 

à une protection contre les effets toxiques de ces lipoprotéines. Ainsi, de part leur 

capacité à interférer ou à moduler les mécanismes qui mènent à la prise des LDLOx, 

les HDL possèdent l'habilité de contrer les effets des LDLOx. Cet effet des HDL 

constitue également une autre indication de l'importance des lipoprotéines natives 
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dans les fonctions des cellules ostéoblastiques (Figure 5.1). En effet, ces résultats 

suggèrent l'importance de maintenir des niveaux appropriés de HDL afin d'assurer 

une formation osseuse adéquate. Enfin, la démonstration que la modulation de 

l'expression des SR-B est impliquée dans l'effet protecteur des HDL indique que sa 

présence est bénéfique pour le maintien des fonctions ostéoblastiques et par 

conséquent pour le maintien de l'intégrité osseuse (Figure 5.1). 
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ANNEXE 1 

Focus on the estradiol fatty acid esters: A Comment on Brodeur et al. 
(2008): Scavenger receptor of class B expressed by osteoblastic cells 
are implicated in the uptake of cholesteryl ester and estradiol from 

LDL and UDL3 

Maija H. Badeau, Robert Badeau*, Marti Jauhiainen*, and Matti J. Tikkanen 

Department of Medicine, Helsinki University and *Department of Molecular 
Medicine, National Public Health Institute 

The recent paper by Brodeur et al. on the metabolism of low (LDL) and high density 

lipoproteins (HDL) by osteoblastic cells showed for the first time that these cells 

express scavenger receptors of class B (SR-B)(1). This important study presents a 

novel mechanism, which explains how cholesterol and estradiol carried by LDL and 

HDL3 can enter the osteoblast. The authors refer to the previously reported correlation 

between atherosclerosis and the development of osteoporosis, as well as the weIl 

defined importance of estrogen in bone metabolism. The results of their study suggest 

that lipoproteins have a significant role in the routing of cholesterol and estradiol to 

bone cells, to be taken up selectively by a SR-B mediated process. Interestingly, Gong 

et al. showed SR-B type 1 dependent uptake of HDL-associated estradiol into vascular 

endothelial ceIls, which implies the possibility of a similar mechanism in these cell 

types(2). According to our newly published data, HDL-associated, esterified estradiol 

is also taken up by liver-derived cells by both SR-B type 1 and LDL receptors (LDLr), 

and becomes hydrolyzed in the cells to free estradiol(3). 

As Brodeur et al. mention in their paper, estradiol is known to associate with LDL 

and HDL in fatty acid ester form, a mechanism shared with also other steroid 

hormones(4,5). Steroid fatty acid esters are water-insoluble molecules, which are 

transported in lipoprotein particles in the circulation. Unesterified steroids are 



198 

incorporated in lipoproteins only to a small extent. Brodeur et al. do not discuss the 

possibility that the lipoprotein bound estradiol in their study could be, in fact, 

esterified with fatty acids. The fatty acid esterification of estradiol would be important 

to specify, because the esterification has been shown to enhance the potential of 

estradiol to protect lipoproteins from oxidation(6,7.8). The antioxidant protection of 

LDL by bound estradiol esters even after entering the arterial intima could hinder the 

progress of atherosclerosis, and similar mechanism could have a role also in bone 

health, assuming that oxidized LDL participates in the pathogenesis of osteoporosis. 

It is known that estradiol becomes esterified in plasma on HDL3 particles by lecithin: 

cholesterol acyltransferase (LCAT), and is transferred from HDL to LDL in a process 

at least partly mediated by cholesteryl ester transfer protein (CETPi9, 10) In our in 

vitro incubations with plasma and also isolated total plasma HDL and HDL3 

subfraction, under conditions similar to the ones used by Brodeur et al., estradiol 

associates with lipoprotein particles in mostly esterified form(3,9). In HDL particles 

after plasma incubation, 83% of bound hormone was fatty acid ester and only 17% 

free, unesterified E2. In isolated HDL and HDL3subfraction, without any purification, 

there is still enough lipoprotein associated LCAT left to support the fatty acid 

esterification of estradiol(9). In serum samples from pregnant women, estradiol 

accumulates in lipoproteins in esterified form and free estradiol is mostly 

undetectable by time-resolved fluoroimmunoassay (TR-FIA) in isolated VLDL, LDL 

and HDL fractions (11). We have also quantitated estradiol fatty acid esters in blood 

and adipose tissue samples from postmenopausal women, as weil as premenopausal 

and pregnant women(l2,l3). The results confirm the abundance of these lipophilic 

estrogen derivatives in adipose tissue and show that the proportion of esterified 

estradiol compared to free hormone is enhanced during low estrogen status. The 

serum estradiol ester/free ratio was lowest in pregnancy (0.5%), and increased to 15% 

in premenopausal women and to 110% in postmenopausal women. In postmenopausal 

women the overwhelming majority of estradiol was present in adipose tissue, most of 

it in fatty acid ester form(13) 
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The estradiol fatty acid esterification and hydrolysis have been described in humans 

and various tissues from mammals and invertebrates, showing that these mechanisms 

are evolutionally conserved and propably of importance(4,14). Although the function of 

estradiol esters has not been clarified, they are known to have long half-lives and to 

display prolonged hormonal activity, which suggests a function as a reservoir for the 

release of active estradiol, probably by hormone sensitive lipase (HSL) present in the 

cytOSOI(15-19). The release of estradiol from its fatty acid ester form would also be a 

faster way to obtain active hormone compared to biosynthesis from cholesterol. The 

recently published results imply that the fatty acid esterification of estradiol and 

subsequent transportation of these esters in plasma lipoprotein particles may have an 

important role in the selective routing of the active hormone to target tissues, such as 

bone, vascular endothelium or liver cells. It is intriguing to note that also other steroid 

hormones, such as dehydroepiandrosterone (DHEA), pregnenolone and ~5

androstenediol are esterified by LCAT, after which they become associated with HDL 

and are taken up by animal cells resulting in hydrolysis of the esters and subsequent 

metabolic conversion of the hormones(4,20,21). With pregnenolone, there is also 

evidence of lipoprotein receptor -mediated uptake mechanism. Future studies must be 

designed to increase our understanding of the lipoprotein associated steroid hormone 

esters and their uptake into tissues as weil as to put this knowledge into use in 

designing therapies targeted to postmenopausal osteoporosis and atherosclerosis in 

particular. 
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A matter of degree: A commentary on "Influence of oxidized 
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While the bioactivity of oxidized lipids is acknowledged III the context of the 

vasculature and smooth muscle cells, less is known about their effects on bone and 

osteoblastic cells. This may be due in part to the general impression that osteoblasts 

would have less exposure to oxidized lipids than smooth muscle cells, since smooth 

muscle cells are only one endothelial layer (and a basement membrane) away from 

the blood and its lipoproteins. Lipoprotein particles which are, technically, 

nanoparticles ordinarily cross the endothelial barrier to varying degrees, depending on 

their concentration and the integrity of the endothelial layer. Sorne may pass through 

the smooth muscle layer to the adventitial lymphatic drainage, and sorne may be 

cleared by monocyte macrophages of the reticulo-endothelial system, but, when 

clearance systems are overwhelmed, the particles are retained in the subendothelial 

matrix, where, given enough time, they undergo nonenzymatic oxidation, presumably 

by reactive oxygen species produced by metabolic aetivity of nearby cells. 

It may seem unlikely that cells deep in skeletal bone would encounter lipoproteins or 

oxidized lipoproteins. Bone is not generally considered a vascular organ, but it bleeds 

when cut, and osteoblasts have essentially the same anatomic proximity to the blood 

and lipoproteins as do vascular smooth muscle cells. In cortical bone, they are located 

circumferentially around the subendothelial matrix ofHaversian canal vessels, and, in 
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trabecular bone, they are adjacent to the subendothelial matrix of marrow sinusoidal 

vessels. The subendothelial matrix in bone should be no less vulnerable to lipid 

deposition than the matrix of other vessels. Indeed, there is histological evidence for 

lipids in the perivascular spaces of human cortical bone, and mass spectrophotometric 

evidence for oxidized lipids in murine bone marrow, which is also rich in 

subendothelial osteoblastic cells [1]. In this issue, Brodeur and co\leagues provide 

evidence that local accumulation ofproducts oflipid oxidation in bone may be due to 

the capacity of osteoblasts to oxidize lipoprotein particles [2]. Such a finding would 

indicate that a process similar to atherogenic inflammation may be occurring in bone 

tissue. 

EPIDEMIOLOGICAL EVIDENCE: 

Osteoporosis is positively associated with hyperiipidemia. Bone density is diminished 

by diet-induced hyperiipidemia in both wild-type [3] and in uitrahyperiipidemic apoE 

null mice [4], while bone formation rate is reduced in dogs fed a diet high in oxidized 

fat [5], and enhanced in chickens receiving antioxidants [6]. These findings are also 

consistent with clinical reports that lipid-Iowering agents reduce fracture risk, though 

this finding has not been confirmed in randomized trials. Thus, it appears that 

lipoprotein particles may impair osteogenesis and explain apparent adverse effects of 

hyperiipidemia on bone. 

The association between hyperiipidemia and osteoporosis may resuit from a direct 

effect of hyperiipidemia on bone metabolism. Preosteoblasts from mice with diet

induced hyperlipidemia have a reduced capacity for in vitro differentiation and 

mineralization compared with ce\ls from chow-fed mice [7]. This possibility is 

supported by the finding that oxidant stress, in general [8] and [9], and mildly 

oxidized lipoprotein, in particular, inhibit differentiation in osteoblastic and marrow 

preosteoblastic cells [10]. It is also supported by the finding that lipoproteins induce a 

signaling pathway for osteoblastic cell death in vitro [11]. In this issue, Brodeur and 



204 

colleagues provide evidence for an additional mechanism by which oxidized 

lipoprotein particles may create conditions conducive to osteoporosis. They found 

that oxidized lipoprotein particles reduce the number of mature osteoblasts in two 

ways: by promoting proliferation, which inhibits maturation [12], and by decreasing 

osteoblast viability. 

MECHANISMS : 

In their report in this issue, Brodeur and colleagues [2] now clarify both the effects of 

oxidized lipids on osteoblasts and the effects of osteoblasts on lipid oxidation. From 

these findings, a working model emerges. In hyperiipidemia, LDL particles may 

accumulate in the subendothelial matrix surrounding skeletal blood vessels and 

sinusoids, where they are oxidized and internalized by adjacent osteoblasts. 

Depending on the concentration of these oxidized particles, the affected osteoblasts 

would undergo apoptosis or simply fail to mineralize, ultimately resulting in loss of 

bone density. 

IMPLICATIONS: 

Thus, if the lipoprotein clearance systems are overwhelmed or residence time 

increased due to hyperiipidemia, abnormal matrix adhesiveness, or possibly loss of 

Iymphatic drainage due to immobility, oxidized lipids may form in both bone and 

arteries and contribute to both atherosclerosis and osteoporosis, potentially 

accounting for their epidemiological association. Thus, it may become important to 

address hyperiipidemia, as weil as diet and physical activity, as part of treatment 

programs for osteoporosis as weil as for atherosclerosis. 
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