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RÉSUMÉ 

Le tissu osseux e renouvelle en permanence et ce processus est caractérisé par 
l 'équilibre entre la résorption d 'os ancien par les ostéoclastes et la formation d'os 
nouveau par les ostéoblastes. Les fonctions ostéoblas tiques constituent le point 
central de 1 'équilibre du remodelage osseux. Récemment, nous avons démontré que 
les ostéoblastes expriment les récepteurs scavenger de classe B de type I et II (SR-BI 
et SR-BIT) ainsi que le cluster of diffe renciation 36 (CD36). Comme c 'est un 
récepteur pour de multiples ligands, le CD36 assure différentes fo nctions biologiques. 
TI est impliqué dans 1 'athérosclérose car on le considère comme un récepteur des 
lipoprotéines de faible densité oxydées (LDLox), dans 1 'angiogenèse via sa liaison 
avec la thrombospondine-1 (TSP-1 ), dans l' inflammation comme co-récepteur des 
récepteurs Toll-like (TLR), dans la phagocytose des érythrocytes infec tés au 
Plasmodium (Pl. ) falciparum et des cellules apoptotiques par la reconnaissance de la 
phosphatidylsérine et dans la captation cellulaire de acides gras. TI a été aussi 
suggéré que les ostéoblastes captent le cholestérol contenu dans les LDL et les HDL 
via ce récepteurs. Cependant, la fo nction spécifique de CD36 dans la formati on 
osseuse demeure inconnue. Ainsi, les objectifs de ce projet ont été de comparer la 
structure du tissu osseux, les fonctions des ostéoblas tes in vitro, le potentiel de 
différenciation de cellules souches mésenchymateuse (CSM) et les voies de 
signalisation associées à 1 'ostéogenèse des souris deficientes pour le géne Cd36 
( Cd36KO) à celle des souris de type sauvage (WT). 

Les résultats du premier volet de la recherche montrent que l'ablation génique de 
Cd36 altère la fo rmation osseuse et mène au développement d 'un phénotype 
ostéopénique. Une étude histologique a démontré une diminution du périmètre osseux 
couvert par les ostéobla tes et une réduction du taux de formation osseuse chez les 
souris Cd36KO des deux genres âgées de 1 à 6 mois. La micro tomographie avec une 
reconstruction 3D a révélé une diminution du volume osseux associée à une 
augmentation de la séparation trabéculaire et une réduction du nombre de trabécules 
dans la métaphyse du fémur et le corps des vertèbres lombaires de souris Cd36KO 
par rapport aux souris WT. La maturation et le fo nctionnement des ostéoblas tes sont 
a ociés à l'express ion de facteurs de transcription et de gènes spécifiques . Les CSM 
déri vées de souris Cd36KO expriment moins de Runt-related transcription fac tor 2 
(Runx2), d'astérix (Osx), de sialoprotéine osseuse (Bsp) et d ' ostéocalcine (Ocn). 
Globalement, ces résultats suggèrent 1 ' implicati on de Cd36 dans le métaboli sme 
osseux et plus particulièrement dans la biologie des ostéoblastes. 

Dans le deuxième volet, nous avons déterminé si la délétion de Cd36 affecte le 
fonctionnement des CSM in vitro. La caractérisation des CSM de souris Cd36KO a 
montré une réduction de la prolifération des cellules et de leur survie avec une 
augmentation du taux d 'apoptose. L'étude des gènes qui régulent le cycle cellulaire a 
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révélé une augmentati on de l'express ion des cyclines (Ccn) A2 et Dl dans les cellules 
issues des souris Cd36KO. Pour révéler le rôle de Cd36 dans la prolifération des 
CSM nous avons comparé le taux de prolifération des cellules incubée avec les 
ligands de Cd36, l' hexaréline et la TS P-1. Une stimulation de la prolifération des 
cellules de lignée ostéoblastique murine MC3T3-El et de culture pri maires de 
cellules compétentes pour le Cd36 et l'absence d 'effet dans le cellules Cd36KO 
uggèrent l' implication de Cd36 dans la croissance des précurseurs ostéoblastiques. 

En plus, le taux sanguin de leptine, une hormone impliquée dans le maintien de la 
masse osseu e est diminué chez les souris Cd36KO, ce qui pourrait être un des 
mécanismes de développement de 1 'ostéopénie chez ces souri . La différenciation 
ostéoblastique des CSM implique, entre autres, les voies de la signali ation Wingless 
type (Wnt). Les études démontrent une diminution de l'express ion de Wnt3a et Wnt5a 
dans les CSM dérivées de souris Cd36KO, 1 'absence de modi ficat ion de 1 'expression 
d'agonistes de la voie Wnt, de R-spondine 2 (Rspo) et de LDL receptor related 
protein 516 (Lrp) ainsi qu 'w1e augmentation de l'expression d 'antagonistes de la voie 
Wnt, dont le dickkopf-1 (Dkkl) et la sclérostine (Sost). Ces donnée suggèrent que la 
faible masse o seuse des souris Cd36KO pourrait être due à 1 'a ltération de la 
signalisation Wn t. Les mécanismes qui modulent la voie Wnt en absence de Cd36 
restent encore à élucider. 

En conclusion, l'ensemble des résul tats upporte l' hypothèse d' un rô le de CD36 dans 
le métabolisme osseux, dans le mai ntien d ' une fonnation osseuse adéquate et dans les 
fo nctions des ostéoblastes. Les mécanismes exacts de ce rôle demandent des 
investigations supplémentaires. 

Mots clés : CD36, cellule souche mésenchymateuse, ostéobl astes, métaboli me 
osseux, ostéoporose, Wnt. 



CHAPITRE! 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1 Introduction 

L'os est un tissu dynamique qui se trouve en renouvellement permanent sous l 'action 

de la résorption du tissu osseux par les ostéoclastes et la fo rmation d ' un nouveau tissu 

osseux par les ostéoblastes. L 'équilibre entre ces deux processus assure le maintien de 

la masse osseuse et le renouvellement perpétuel de la matrice osseuse (Marie, 2001 ). 

Dan bien des cas où l'équilibre est perdu, il y a apparition d 'ostéoporose, 

caractérisée par une faible densité osseuse et des altérations de la rnicroarchitecture 

osseuse (WHO, 2003), et qui s'accompagne de risques accrus de fractures . 

L 'ostéoporose affecte environ 2 millions de Canadiens; 25% des femmes et 13% des 

hommes de plus de 50 ans souffrent de cette maladie et sa prévalence s'accroît avec 

le vieillissement de la population (http://www.osteoporosecanada.ca/losteoporose-et­

vous/donnees-et-stati stiques-sur-losteoporose/). Les cellules responsables de la 

formation osseuse sont les ostéoblastes . Leur fonction principale est de synthétiser et 

de minéraliser la matrice osseuse au cours de la croissance du squelette, du 

renouvellement de la matrice osseuse chez 1 'adulte et de la réparation osseuse tout au 

long de la vie. Récemment, nous avons démontré que les ostéoblas tes expriment 

différents récepteurs scavenger de classe B (SR-B) tels que le SR-BI, le SR-BII et le 

cluster of dif.fe rentiation (CD) 36 (Brodeur et al. , 2008). CD36 est une protéine 

transmembranaire exprimée dans un grand nombre de cellules et de tissus, comme les 

monocytes/macrophages, les plaquettes, les adipocytes, les cellules musculaires 

lisses, l 'épithélium de la rétine et le fo ie (Febbraio et al. , 2001 ; Okumura et J arnieson, 

1976; Ryeom et al. , 1996). CD36 est impliqué dans l'angiogenèse, le transport des 

acides gras, l' inflammation, la phagocytose des cellules apoptotiques et des 

érythrocytes infectés par Plasm.odium (Pl. ) fa lciparumt, ainsi que dans la captation 
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cellulaire des acides gras (Silverstein et Febbraio, 2009). ll serait de plus associé 

pos itivement avec 1 'athérosclérose car on le considère comme un récepteur des 

lipoprotéines de faible densité oxydées (LDLox) (Boullier, 2001). Malgré que la 

présence de CD36 dans le cellules o seuses soit établie, son implication dans le 

métabolisme de tissu osseux n'est pas encore élucidée. Afin de caractériser le rôle de 

CD36 dans le métaboli me du tissu osseux, ce projet de recherche vise à documenter 

l'effet de l'ablation de Cd36 sur la tructure du tissu osseux et la physiologie des 

ostéoblas tes. 

La première partie de cette thèse porte sur 1 'état des connaissances actuelles sur le 

métabolisme du tissu osseux, incluant son origine, son développement, son 

remodelage et sa régul ation, et en deuxième temps sur le récepteur CD36, a 

structure, son rôle physiologique et sa régulation. Cette partie inclut également 

1 ' hypothèse et les objectifs de travail. La deuxième partie regroupe les résultats 

expérimentaux de 1 'auteure, rapportés sous la forme de deux arti cles . La troi sième 

parti e fait le bilan de l'ensemble des travaux et suggère de possibles avenues pour 

continuer cette recherche. 

1.2 Tissu osseux 

1.2.1 Anatomie du tissu osseux 

Le tissu osseux est un tissu conj onctif spécialisé, caractérisé par la nature solide de sa 

matrice extracellulaire. Le tissu osseux forme le squelette qui soutient le corps et 

protège les organes internes. On distingue macroscopiquement une partie 

périphérique représentée par l'os corti cal ou compact et une partie centrale formée de 

1 'os trabéculaire ou spongieux (Fig.1.1). Leur différence e t basée sur le degré de 

porosité qui est de 5 à 30% (principalement de 5% à 14%) pour l'os cortical 

(Macdonald et al. , 2011 ; McCalden et al. , 1993) et de 30 à 90% (principalement de 
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75 % à 95 %) pour l'os trabéculaire (Doblare et al. , 2004). L' os trabéculaire est riche 

en cellules conjoncti ves, en cellules adipeuses et en éléments sanguins, et l' os cortica l 

est une partie osseuse dense, dure et très résistante. L 'ensemble est entouré d ' une 

enveloppe externe, le périoste, sauf au niveau du cartilage articulaire et aux endroits 

d ' insertion de tendon et des ligaments. 

Proximal{ 
eplphysls 

Dlaphysls 

Dlstai _J 
eplphysls L 
C• l 

r spongy 
/. bone 

- Artlcular 
........__ cartilage 

--........__ Eplphyseal 
llne 

Figure 1.1: Anatomie d'un os long 
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.. f- Endosleum 

Pertorallng - --.-----1-­
(Shll rpey's) 
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Nulrlenll -...:::;_---\\--7 
11 r1erles 

Ccl 

A) Structure générale d ' un os long. B) Grossissement de 1 'épiphyse et structure 
trabéculaire de l 'os. C) Grossissement de la diaphyse et organisation du cortex 
osseux. 
Tiré de http:/ /classes .midlandstech.edu/carterp/Courses/bio21 O/chap06/lecture l.h tml 

Le tissu osseux pongieux est formé par un lacis tridimen ionnel de trabécules de 

tissu osseux, ramifiés et anastomosés, délimitant un labyrinthe d 'espaces inter-reli és 

occupé par de la moelle o seu e et des vaisseaux. L' unüé structurale du tissu osseux 

cortical est l'ostéon (Fig. 1.2) constitué d 'un ensemble de cylindres creux de matrice 

osseuse (l es lamelles). Ces lamelles osseuses adj acentes s 'orientent selon des 
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di spositions différentes, renforçant la solidité globale de l'os aux contraintes 

mécaniques . Anatomiquement, 1 'ostéon est traversé en son centre par un canal où 

passent de petits vaisseaux sanguins et des fibres nerveuses: Je canal de Havers. Les 

canaux de Havers sont reliés entre eux, et avec la cavité médullaire et avec la surface 

de l'os par des canaux transversaux ou obliques, les canaux de Volkmann. Les os sont 

entourés d 'une membrane, Je périoste, qui est richement vascularisée (Clarke, 2008). 

Pertora11ng 
(Sharpey"s) 
libers 
Compact--~~' . 
bone 

Perlosteaii--..;JI 
blood vessai 

Perlosteum -

(o ) 

la mello ----(' 

Osteocyte -

Perforatlng (Volkmann's) canal 

Figure 1.2 : Organisation du tissu osseux 

Central (Haverslan) canal 

Osteon 

Lacuna 

canal 

A) Composition de la diaphyse. B) Gross issement d 'un ostéon. C) Coupe transversale 
d 'un ostéon. 
Tiré de http:/ /classes. rnidlandstech.edu/carterp/Courses/bio21 O/chap06/lecture l .html 

TI existe trois types d 'os: les os plats, tels que le omoplates, les côtes et les os 

crâniens, les os courts tels que les os de la main , du pied et les vertèbres et les os 

longs tel que les os des membres : fémur, tibia, etc. L'os long se décomposent 

en diaphyse, la partie moyenne située entre les épiphyses, les extrémités supérieure et 

inféri eure de l'os recouvertes de cartil age et pennettent l'articulation des os entre eux. 
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On peut éga lement di tinguer la métaphy e qlll e t une zone de tran ition entre 

l'épiphy e et la diaphyse (Fig. 1. 1). 

1.2.2 Ossification 

Le développement o seux chez 1 ' humai n et les mammifères est un processus 

complexe composé de phases séquentielle de morphogenè e et de crois ance. Trois 

types d' oss ification désignés intramembranaire, endochondrale et périostique, 

contribuent au développement du quelette adulte (Marie, 2001 ). 

L'oss ification intramembranaire, concernant les os plats se base sur la différenciation 

directe de cellules ostéoprogénitrice mésenchymateuses en ostéoblastes sans 

l' intermédiaire d ' un modèle cartil ag ineux. Ell e débute par la condensation des 

cellules mésenchymateuses qui se différencient en fibroblaste qui élaborent des 

fibres de collagène (COL) déposées entre les cellules . Des cellules ostéoprogénitrices 

s'appliquent contre ce travées conjonctive , e transforment en ostéoblastes actifs et 

produisent la matrice osseuse (01 en et al., 2000). 

L'oss ification endochondrale, respon able de la formation et de la croissance en 

longueur de os longs, des vertèbre et de os de la base du crâne, est caractérisée par 

le dépôt de matrice osseuse sur une matri ce cartil ag ineuse préexistante (Fig. 1.3) 

(Macl<ie et al. , 2008) . Cette matrice est issue de la condensation de cellules 

mé enchymateu es, qui lors du développement fœtal du squelette se différencient en 

chondrocytes et sécrètent une matrice extracellulaire. Les chondrocytes du centre de 

la pièce cartilagineu e augmentent leur volume en se transformant en chondrocytes 

hypertrophiques. Par la suite, les chondrocytes hypertrophiques meurent par apoptose 

laissant de cav ité vides et permettant la néovascularisation et l'arri vée des 

ostéoblastes . Le o téoblaste ensuite élaborent au centre du cartilage une substance 

pré-osseu e et fo rment par la uite un ti u osseux spongieux primaire qui e t 

remodelé en os trabéculaire. Ce processus d 'ossification dure toute la vie intra-utérine 
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et continue durant le vingt première années de la v1e dan la métaphy e. 

L' ossificati on endochondrale assure donc le remplacement d' une structure 

cartil agineuse en os et la cro issance en longueur des os longs (Mackie et al. , 20 ll ). 
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Figure 1.3 : Développement osseux endochondral 

}-Epiphyseal 
plate 

1) Les chondrocytes se différencient au sein des condensations mésenchymateuses 
afin de former la base cartilagineuse des futurs os, 2) apparition du col osseux dans la 
parti e centrale, hypertrophie chondrocytaire suivie par une invasion de cellules 
vasculaires et ostéoblastiques au niveau du col osseux, 3) formation des centre 
d 'oss ifica tion primaire, 4) extension du processus vers l'extrémité des os et la 
formation des centres d' ossificat ion secondaire, 5) formation des plaques de 
croissance matures dans les épiphyses et remplacement du cartilage par l 'os, 6) 
ossification de la plaque de croissance (Mescher, 2009). 

L 'ossification périostique se produit autour de os à partir du périchondre. Lors de 

l' ossification péri ostique l' ébauche osseuse ini tiale du ca1i ilage est comme au début 

de 1 'ossificat ion endochondrale. Les chondrocytes hypertrophiques favorisent la 
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différenciation des cellules adj acentes au périchondre en ostéoblas tes qui sécrétent 

une matrice os eu e de la partie corticale. L' ossifi cati on péri ostique permet la 

cro issance en épa isseur de l' os et assure une augmentati on du di amètre de la di aphyse 

osseuse. 

1.2.3 Plaque de croissance 

Dans l'os en croi ssance, l' épiphyse est séparée de la métaphyse par une couche 

intermédiaire de cartilage hyalin contenant les chondrocytes qui se différencient de 

faço n bien régulée et subissent les changements morphologiques spécifiques 

(Hunziker et al. , 1987). Ces chondrocytes forment des colonnes avec une orientation 

bien précise permettant l'allongement de l 'os. Cette zone est appelée plaque de 

croissance et ell e s'organise en différentes couches cellulaires successives (Fig. l.4) 

(Ballock et O 'Keefe, 2003). 

A B 

Zone de réserve 
Zone proliférative 

Zone hypertrophique 

Zone d ' invas ion vascul aire 

Figure 1.4 : Structure de la plaque de croissance 

A) L ' épiphyse d ' un os en croissance. B) Grossissement de la plaque de croissance 
avec les différente zones caractéristiques. 
Tiré de http:/ /www .gla.ac. uk/s4/ -fbls/files/fab/tutori al/ generi c/bone5 .html 
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Au sommet de la plaque de croissance, juste sous 1 'épiphyse, la première couche 

formée de chondrocytes arrondis possédant un potentiel de prolifération très faible 

constitue la zone de réserve (Ballock et O'Keefe, 2003; Hunziker et al., 1987; Mackie 

et al., 201 1). Dans la zone proliférative les chondrocytes sont plu nombreux, aplatis 

et munis d'une fo rte capacité de prolifération. Dans ces deux zones les chondrocytes 

sécrètent du COL-II. ils s'organisent en groupe isolés de leurs voisins par une travée 

de matrice organique et construisent un chondrone ordonné en fo rme de colonne 

longitudinale (Abad et al. , 2002). Ceci contribue à la croi sance en longueur de l'os. 

Dans la zone hypertrophique, les chondrocytes augmentent de volume suite à un 

apport en fluide. ils sécrètent du COL-X et de la pho phatase alcaline (ALP) qui 

calcifie la matrice cartilagineuse entourant les colonnes de chondrocytes . Les 

chondrocytes meurent par apopto e et la matrice, qu 'ils entretenaient, commence à se 

désintégrer et êtTe progressivement remplacée par le tissu osseux (Kronenberg, 2003). 

La zone d' invasion vasculaire est l'endroit de pénétration des bourgeons, formés des 

vaisseaux sanguins et des cellules ostéoprogénitrices, dans la zone d 'érosion du 

cartilage. Dans cette zone, les epta transversaux situés entre les chondrocytes 

hypertrophiés sont détruits. À la fin de la période de croissance, la plaque de 

croissance devient moins épaisse et est remplacée par le tissu osseux ce qui provoque 

la fu sion de l 'épiphyse et de la métaphyse (Gerber, 1999). À la suite de cette fusion, 

aucune croissance en longueur de 1 'os ne survient. 

1.2.4 Composants du tissu osseux 

Le ti ssu osseux se compose de cellules (ostéoblastes, ostéocytes, ostéoclas tes) et 

d 'une matrice extracellulaire (Couret, 2004). La matrice extracellulaire représente 

entre 92 et 95% du volume tissulaire et peut être subdi vi ée en matrice organique et 

inorganique (Cohen, 2006). Les molécules inorganiques représentent les deux tiers de 

la masse osseuse. La teneur en eau, environ de 9%, est très variable en fonction de 
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1 'âge et du degré de minéralisation. La matrice organique représente 22% de la masse 

osseuse et fonne l'ostéoïde. Elle est composée à 90% de ubstance fibrillaire 

contenant de protéines structurales telles que le COL-I et l'élastine ou des protéines 

adhérentes (fibronectine et vitronectine) (Gelse et al. , 2003) et de la substance 

interfibrillaire (10%) incluant les glycosaminoglycanes, les protéoglycanes, de petites 

protéines non collagéniques (ostéopontine, o téonectine, ostéocalcine (OCN), de la 

thrombospondine (TSP) et de la sialoprotéine osseuse (BSP)) ainsi que de petites 

quantités de lipides (Boskey, 20 13; Young, 2003). L 'OCN est spécifique au ti ssu 

osseux et y existe en quantité abondante, représentant 15 à 25 % des protéines non 

collagéniques de 1 'o . L 'OCN semble avoir un rôle chimiotactique pour les 

ostéoclastes et favoriser leur adhésion et leur étalement (Gehron Robey, 1989). La 

matrice inorganique est représentée par les sels mi néraux parmi lesquel les plus 

abondants sont le calcium et le phosphore. Le phosphate de calcium forme les 

cristaux d 'hydroxyapatite (Boskey, 2013; Shekaran et Garcia, 2011 ). 

Parmi les protéines qui composent tous les tissus, le collagène est le plus abondant. 

On retrouve cette protéine hétérotrimérique dans plu de 28 % du tissu osseux sous 

forme de COL-I composée de deux chaînes a-1 et une chaîne a-2 (Gel e et al. , 2003). 

La famille du collagène compte au moin une quarantaine de gène , produisant ainsi 

au moins 27 différents types de collagène (Ruggiero et al. , 2005). ll existe plusieurs 

types cellulaires qui participent activement à la production du collagène. Les 

ostéoblastes, les fibroblastes, les chondrocytes et les cémentoblastes sont les 

principaux producteurs des différents types de collagène. Les ostéobla tes produisent 

le COL-I qui est le constituant majeur de 1 'os, produit sous la forme de pro-COL-al 

(Brodsky et Persikov, 2005). Le COL-I constitue 95% de tous les collagènes osseux 

et donne la force de tension au tissu conjonctif (Viguet-Carrin et al. , 2006). Les autres 

types de COL, tels que les types ill et V, sont présents à de fa ibles niveaux dans l'os 

et semblent moduler le diamètre des fibrille ou assurer 1 'attachement des li gaments à 

l 'os (Keene et al. , 1991; Niyibizi et Eyre, 1994). 
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L' ALP spécifique à 1 'os est une enzyme produite par les ostéoblastes essentielle pour 

la minéralisation osseuse (Orimo, 2010). L ' ALP circulante provient de plu ieur 

tissus incluant les intestins, les reins, le placenta, Je fo ie, l'os ainsi que plusieurs types 

de tumeurs. Le rôle précis de l ' ALP dans la minéralisati on o seuse n 'est pas 

complètement élucidé. Toutefois, il est suggéré que cette enzyme augmente la 

concentration locale du phosphate inorganique, détruit les inhibiteurs de la formation 

de cri staux d' hydroxyapati te ou encore li e le calcium et/ou la calcium-adénosine 

triphosphatase (Addison et al., 2007). 

L'OCN osseuse est une protéine non coll agénique de petite taille, spécifique du tissu 

osseux et de la dentine. L'OCN constitue 25% des protéines non collagéniques de la 

matrice extracellulaire osseuse et est exclusivement synthétisée par les ostéoblas tes 

matures sous l'action de la 1,25-dihydroxyvitamine D3 (Owen et al. , 199 1), des 

œstrogènes (Qu et al. , 1998), de l ' hormone parath yroïde (PTH) (Yu et 

Chandra ek.har, 1997), des glucocorticoïdes (Shalhoub et al., 1998), des facteurs de 

croissance (Hughes-Fulfo rd et Li, 2011 ) et de l'adénosine 3', 5'-monopho phate 

cyclique (AMP-c) (Boudreaux et Towler, 1996). La fonction phy iologique de I'OCN 

dans le métabolisme osseux n'est pas encore totalement élucidée. Un double rôle de 

l 'OCN dans l'os est suggéré, tout d 'abord dans la régulation de la maturation des 

ostéoblas tes et la minéralisation osseuse (Boskey et al. , 1985; Hunter et al. , 1996), et 

ensuite dans la modulati on de la fo rmation et de l'activité des ostéoclastes (Ishida et 

Amano, 2004; Lian et al. , 1984). La concentrati on sérique de l 'OCN est corrélée à la 

vitesse de croissance osseuse et le dosage de 1 'OCN est utile au sui vi de 1 'efficacité 

thérapeutique du trai tement de l'ostéoporose (Bi ver et al., 2012). 



11 

1.2.5 Fonctions du tissu osseux 

Le tissu osseux a ure des fonctions es entiell e aux niveaux mécanique, métabolique 

et hématopoïétique. Le squelette sert à protéger Les organe viscéraux, agit comme 

support mécanique pour des ti su mous et offre plusieures sites d'attachement aux 

muscles impliqués dans la locomotion. La crois ance de 1 'os assure la croissance de 

1 'organi sme. Le tissu osseux est impliqué dans le maintien de 1 ' homéostasie du 

calcium et du phosphate sérique qui est régulé par le système endocrinien et plus 

particulièrement par trois hormones calcitropes : la PTH, le 1,25-

dihydrocholécalciférol et la calcitonine. La moelle osseu e est le site majeur de 

1 'hématopoïè e chez l 'adulte. Le cellule souche hématopoïétique peuvent aus i se 

différencier en leucocyte et globules rouge et ain i être impliquées dans la réponse 

immunitaire et les échanges gazeux. 

1.3 Modelage et remodelage osseux 

Pour maintenir e fonctions, 1 'os doit subir un remodelage permanent. Pendant 

l'enfance, Le modelage et le remodelage o seux coexi tent, alor que chez l 'adulte 

seul le remodelage persiste. Le modelage os eux assure la formation des os in utero et 

pendant l 'enfance jusqu 'à la maturité du squelette à l'adolescence. Suite à la période 

de modelage, 1 'os subit un remodelage permanent (Fig. 1.5). Ce processus permet de 

pré erver le propriétés biomécaniques du tissu osseux et d'a surer l' homéostasie 

minérale. Le squelette adulte se renou velle en permanence d 'environ 10 % par an et 

10 ans sont nécessaire pour un renouvellement complet de l'os adulte (Cohen, 2006). 

Ce remodelage est assuré par deux types cellulaires, les ostéoclastes qui résorbent la 

matrice osseu e et le ostéoblastes qui synthéti sent une nouvelle matrice (Clarke, 

2008). 
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CYCLE DE REMODELAGE OSSEUX 

Monocytes 

Pré-ostéoclasies 
Pré-ostéoblastes 

(!) 
Q;Q 

Ostéocyte 

Figure 1.5 : Le cycle de remodelage osseux 

Le cycle de remodelage osseux commence par la migration des ostéoblastes vers des 
sites d'activation, ensuite les ostéoclas tes détruisent la matrice osseuse et creusent des 
lacunes de résorption. Par la suite, les ostéoclas tes quittent la lacune et laissent la 
place aux ostéoblastes qui colonisent la surface, puis reconstituent et minérali sent la 
matrice o téoïde. Finalement les ostéoblaste e transforment en ostéocytes et en 
cellule bordantes qui protègent la surface os euse. 
Tiré de http:/ /www. pearltrees.com/tpeagtalredaction/id99 18917/item 101399822 

L'équilibre entre la dégradation et la formation de l'os maintient la masse osseuse et 

est régulé par un réseau complexe d ' interactions entre les cellules osseuses, les 

hormones circulantes et les fac teurs de croissance locaux. La séquence du remodelage 

os eux e déroule selon une chronologie bien précise en un même site résultant de 

l'activité d'une unité multicellulaire de base. À chaque instant, environ 5% des 

surfaces intra corticales et 20% des surface trabéculaires sont le siège d'un 
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remodelage. La durée moyenne d 'une séquence de remodelage est de 4 à 6 mols 

(Princ et Piral, 2009). 

1.3.1 Phase d'activation 

La surface osseuse est normalement recouverte de cellules bordantes qui empêchent 

l'accès des ostéoclastes à la matrice ex tracellulaire. Les cellule bordantes seraient 

capables de percevoir un signal d ' initiation dont la nature exacte est inconnue mais 

qui pourrait être hormonale, cytokinique ou encore relever d 'un stimulus mécanique 

(fracture, prise de poids) (Pacifici, 1998; Turner et Pavalko, 1998). La captation de ce 

signal conduit à la dégradation de la fine couche de matrice non minéralisée située 

sous les cellules bordantes, exposant ainsi cette matrice à 1 'action des ostéoclastes. 

Sous l 'action de fac teurs ostéorésorbants, les ostéoblastes se rétractent et donnent 

1 'accès aux ostéoclastes qui peuvent adhérer à la matrice osseuse. 

1.3.2. Phase de résorption 

La phase de résorption débute par 1 'activation des précurseurs ostéoclas tiques 

présents dans la moelle o seuse au site de remodelage et conduit à leur différenciation 

en ostéoclastes matures (Marie, 2001 ). Parallèlement, les cellules bordan tes éliminent 

la fine couche de collagène sur laquelle elles reposaient, permettant ainsi 

1 'attachement des ostéoclastes à la surface osseuse. Les ostéoclastes délimitent ainsi 

l'espace de la résorption en diminuant le pH sous l'action de pompes à protons 

adénosine triphosphate (A TP)-dependent et le domaine apical de la membrane 

plasmique de l'ostéoclaste se différencie en une bordure en brosse. L'acidité de la 

chambre de digestion est entretenue par une pompe à protons spécifique de 

l'ostéoclaste qui grâce à l'activité de l 'anhydrase carbonique II sécrète des ions H+ 

(Baron, 2001 ). Cette acidification favorise la transformation de la pha e inorganique 
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en cri staux soluble (Silver et al. , 1988) et permet la illl e à nu de la matrice 

organique. Au niveau de la bordure en bro se, les nombreux lysosomes déversent leur 

contenu enzymatique (hydrolases acides et notamment pho phata es acide , 

cathepsines, coll agénases, métalloprotéinases) ce qui conduit à la digestion des 

composants organiques de la matrice o seuse et à la libération des produit de 

dégradation du collagène dans la circulati on anguine (Baron, 2001 ). La lacune de 

résorption ainsi créée est appelée lacune de How hip. La phase de résorption dure de 

2 à 4 semaines (Clarke, 2008) . 

1.3.3 Phase d'inversion 

Une fo is qu ' ils finissent de creuser la lacune, les ostéoclas tes meurent par apoptose et 

laissent pl ace aux macrophages qui lissent le fo nd de la lacune. Les signaux qui lient 

les phases de la résorption osseuse et la formation osseu e sont encore mal établis, 

mais 1 ' intervention des fac teurs tel que le transforming growth fac tor f3 (TGF-p), 

insulin-like growth fac tors 1 et 2 (IGF), le bane nw rphogenic proteins (BMP), le 

platelet derived growth fac tor (PDGF) et le fib roblast growth factors (FGF) a été 

suggérée (Bonewald et Mundy, 1990; Hock et al. , 1988; Locklin et al. , 1999) . Après 

1 à 2 emaines, cette phase se termine par le recrutement des cellules 

ostéoprogénitrices de la moelle osseuse (Delaisse, 2014). 

1.3.4 Phase de formation 

La phase de formation comporte deux phases au cours de quelle le ostéoblastes 

jouent un rôle majeur : 1) la production de la matrice extracellulaire et 2) la 

rninérali ation de cette matrice. La producti on de la matrice extracellulaire est liée à 

la pro lifération et à l'activation des ostéoblastes. Quand la résorpti on osseuse e t 

terminée, le cellules ostéoprogénitrices pré entes à la urface de la matrice érodée au 
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fond de la lacune se divisent et se différencient en ostéoblas tes. Ces ostéoblastes 

synthétisent une nouvelle matrice non nùnéralisée (appelée au si o téoïde) qui 

comble la lacune constituée de COL-I, de protéoglycanes et d 'OCN (Murshed et al. , 

2005). La vitesse d' apposition de la matrice par les ostéoblastes est de 2 à 3 j.lm/jour. 

Plu ieur hormone , notamment les œstrogènes, les androgène et la vitanùne D 

timulent la production de matrice o seu e. De nombreux facteur de croissance 

sécrétés par les ostéoblas tes et stockés dans la matrice osseuse lor de la résorption, 

agissent dans le même sens, en particulier 1 'IGF, les FGF, le TGF-p, le BMP et le 

PDGF (Eriksen, 201 0). 

La nùnérali ati on o seu e se fait, dan un deuxième temps, au mveau du front de 

m.inéralisation, à la jonction entre le tis u ostéoïde et le tissu minéralisé (Fig. 1.6). 

67 nm 
mmeral parttcles collagen molecules 

Figure 1.6 : Minéralisation au sein des fibrilles de collagène de type 1 

Le parti cule nùnérales ont trè minces (2-4 mn) et alignée avec les fibres de 
collagène avec une di tance de décalage axial de 67 nm (Fratzl et al. , 2004) . 

Les ostéoblaste produisent des vésicules matricielles qui initient la minérali ati on de 

la matrice organique en favori ant le concentrations locale élevées en calcium et en 

pho phates et l' appos ition de cristaux d 'hydroxyapatite (Whyte, 1994). L' OCN 

augmente également la concentration locale de calcium extracellulaire et le fixe sur le 

ti u o téoïde. La 1,25-dihydroxyvitanùne D3 joue un rôle important en favorisant 

l' absorpti on in testinale du calcium et sa fixation sur l 'os (van de Peppel et van 

Leeuwen, 20 14). 
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1.3.5 Phase quiescente 

Une fois la phase de fo rmation achevée, les cellules osseuses rentrent en phase de 

repos jusqu 'au prochain cycle. Pendant cette phase, certains ostéoblastes subi sent 

l' apoptose, une partie s'emmure et s' inclue dan la matri ce pour devenir des 

ostéocytes, et une autre partie freine son acti vité et devient les cellules bordantes qui 

recouvrent la surface osseuse et demeurent quiescentes jusqu 'à une prochaine 

activation focale des ostéoclas tes (Marie, 2001 ). 

1.4 Cellules osseuses 

1.4.1 Ostéoclaste 

L 'ostéoclaste est une cellu le géante (50 à 100 ) . .un) multinucléée qui est située à la 

urface du ti u osseux en v01e de résorption. L'ostéoclaste est d'ori gine 

hématopoïétique et prov ient des précurseurs de la lignée myéloïde des 

monocytes/macrophages (Boyle et al., 2003). La différenciati on de pro-monocytes 

en ostéoclastes se fa it sous 1 ' influence de facteurs de transcription tels que PU.1 , 

facteur nucléa ire KB (NF-KB), c-FOS , c-JUN, CREB 1, nuclear factor of activated T­

cells (NFATC1 ) (Inoue et Imai, 2014) et de facteurs de croissance dont les principaux 

sont le macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), le ligand du récepteur 

activateur du NF-KB (RANKL) et son antagoni ste l'ostéoprotégérine (OPG) 

(Teitelbaum et Ross, 2003). La maturation des ostéoclastes et 1 'acquisition de leur 

fonction spécifique e fo nt après leur migration vers la surface o eu e et leur fusion 

asynchrone, entraînant la fo rmation d ' une cellule multinucléée. 

Les mécanisme contrôlant 1 'ostéocla togenèse sont encore mal connus. Toutefois, 

des études récentes ont montré que la di fférenciation et 1 'activité o téoclas tiques sont 

modulées, entre autres, par des facteur libérés par le ostéobla te . Les cellules 

stromale ostéobla tiques expriment le RANKL qui stimule l' o téoclastogenè e en 
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agissant sur le récepteur RANK situé à la surface des précurseurs ostéoclastiques 

mononucléé (Boyce et Xing, 2008). L'ostéoclaste immature est ainsi transformé en 

ostéoclaste mature. Les ostéoblastes synthétisent également le M-CSF sous 1 'action 

de la vitamine D qui est un stimulateur de la résorption . D 'autres cytokines de type 

twnor necrosis facteur (TNF) produites par les monocytes ont un effet mitogénique 

sur les précurseurs ostéoclastiques et régulent la production de M-CSF et 

d 'interleukine (IL)-11 par les ostéoblastes (Li et al. , 2004). A l' inverse, I'OPG, un 

facteur soluble également produit par les cellules ostéoblastiques agit comme un 

antagoniste de RANKL. Les OPG et RANKL ont donc des effets oppo és sur 

1 'ostéoclastogenèse. 

1.4.2. Ostéoblaste 

L' ostéoblaste est une cellule spécialisée mononucléée ayant un cytoplasme 

intensément basophile dû à une richesse en réticulum endoplasmique rugueux 

(Fig.1.7). 

Figure 1.7 : Ostéoblaste (x7000) 

0 téoblaste est une cellule mononucléée dérivée de la cellule souche 
mésench ymateuse. 
Tiré de http:/ /www .endotext.org/parathyroid/parathyroid 1/parathyroid l .html 

Les ostéoblastes forment des jonctions serrées avec le o téoblaste adjacents et 

possèdent des régions de la membrane plasmique spécialisée dans le trafic et la 
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sécréti on vésiculaire (Mackie, 2003). L'ostéoblaste assure la synthèse et la 

minérali sation de la matrice osseuse et régule la différenciation des ostéoclastes Les 

ostéobla te proviennent de la différenciation de cellules souches du stroma­

médullaire (Chamberlain et al., 2007). L'ostéogenèse e t caractéri ée par 

l'engagement et la proli férati on de cellule o téoprogénitrices qui après arrêt de la 

multiplication cellulaire e différencient en o téobla te fonctionnels. La 

diffé renciation progress ive de l'ostéoblaste est caractéri sée par l'express ion de gènes 

ostéobla tique précoces tels que ceux de I'ALP, du COL-I, de l'ostéopontine, ou 

tardifs tels que ceux de la BSP et de 1 'OCN (Caetano-Lapes et al. , 2007). 

La fonction principale de 1 'ostéoblaste est de synthéti ser et de minérali ser la matrice 

osseu e au cour de la croissance du quelette, du renouvellement de la matrice 

osseuse chez l' adulte et de la réparation osseuse tout au long de la vie. Tel que 

mentionné précédemment, la matrice osseuse est compo ée majoritairement de COL­

I (Brodsky et Per ikov, 2005). Le ostéoblas tes synthéti sent également un grand 

nombre de protéine matri cielles: I'OCN et l'ostéopontine qui représentent 50% des 

protéines non collagéniques de l' os, des molécules d 'adhés ion qui interagissent avec 

les intégrines, des protéoglycanes et de fac teur de croi sance (Clarke, 2008). 

Les ostéoblastes sécrètent d' abord la matrice orgamque ou matrice ostéoïde, 

structurée par les fibres de collagènes où les protéines non co ll agéniques sont 

intriquée (Ottani et al. , 2002) . Les ostéoblastes matures contrôlent ensuite la 

minéralisation de la matrice par des dépôts de cristaux d ' hydroxyapatite dans le 

espaces inter-fibrillaire du collagène, ce qui nécessite un apport approprié en 

calcium et en pho phates . Le transfert du calcium et des ions phosphate du milieu 

extracellulaire au site de minéralisation e fait par diffusion passive et par transfert 

actif grâce à des pompes à calcium ou à un système de transport de phosphate 

dépendant du odium (Anderson et al. , 2005). Un autre mécanisme implique l ' ALP 

synthéti ée par le ostéoblastes. L' ALP e t une ectoenzyme couplée à la membrane 
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qui hydrolyse les pyrophosphate inorganiques, inhibiteur de la calcification, 

augmentant ainsi le taux d ' ions phosphates inorganiques. Une balance entre la 

concentration des pyrophosphate et des phosphates as ure une minéralisation 

adéquate de la matrice (Addison et al., 2007). Enfin, 1 'ostéoblaste et ses précurseurs 

présent dans le tra ma-médullaire produisent des molécules régulatrices solubles 

(OPG, RANKL) et des cytokines (M-CSF, TNF-cx., IL-l , IL-6 et IL-11 ). Celles-ci, 

libérées dans le milieu extracellulaire, agissent sur le cellule qui deviendront des 

ostéocla tes, contrôlant ainsi la résorption ostéoclas tique et la masse osseuse. 

1.4.3 Ostéocytes 

À la fin du processus de fo rmati on os eu e, certains ostéoblas tes se tran forment en 

ostéocytes qui sont enti èrement entourés par la matrice os euse minéralisée et 

demeurent métaboliquement actif: bien qu ' il s so ient incapables de se diviser. Les 

ostéocytes sont sensibles aux stimuli mécaniques qui déterminent le besoin en une 

augmentation ou en une dil11inu tion de la fo rmation osseuse dans le processus 

d'adaptation foncti onnelle ou en cas de fractures. Les ostéocytes sont probablement 

les cellules qui orientent dans 1 'espace 1 'activité des ostéoblastes et ainsi agencent et 

adaptent l'architecture osseuse afin d 'assurer une résistance max imale aux contraintes 

physiques auxquelles est soumi le ti su osseux. 

1.5 Régulation du remodelage osseux 

1.5.1 Système RANKL/RANK/OPG 

Le RANKL e t une protéine liée à la membrane cellulaire exprimée dans de 

nombreux tissus comme les ce llules endothé liales et les lymphocytes T. Dans l'os, 

RANKL est synthétisé par les cellule mé enchymateu e du tra ma- médullaire et 
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par les ostéobla te (Wada et al., 2006). Les ostéoblas te mature expriment peu de 

RANKL alors que le cellules du stroma-médull aire l'expriment en quanti té 

importante. La principale action de RANKL e t de stimuler la différenciation des 

ostéoclaste , ain i que leur maturation et leur protection contre 1 'apoptose. La 

différenciation des ostéoclaste est réali ée par une action directe de RANKL en 

association avec le M-CSF sur le précurseur ostéoclastiques (Karsenty et W agner, 

2002). L'acti vation des ostéoclastes a été mise en év idence chez des souris 

transgéniques dont le gène RANKL est déficient. Ce ouri présentent une 

ostéopétrose évère caractérisée par une formation osseu e excessive et 

l'augmentation de la masse osseuse due à l'absence complète d'ostéoclastes (Kong et 

al. , 1999). Le récepteur de RANKL est RANK, une protéine transmembranaire qui 

appartient à la famille des récepteur du TNF (Boyce et Xing, 2008). Dans le tissu 

osseux, RANK est uniquement exprimé par le o téoclas te et leur précurseurs. Dan 

les autres tissus, RANK est surtout exprimé dans les fibrobl astes, les cellules 

dendritiques et les lymphocytes T et B. Lors de contacts cellulaires, l ' interaction 

RANK/RANKL déclenche la tran duction de signaux in tracellul aires indispensables 

à la différenciati on et à la survie de ostéoclastes (Boyce et Xing, 2007). 

L' OPG est un récepteur agi ant comme leurre de RANKL sécrété principalement par 

les ostéoblastes et qui inhibe la différenciation ostéoclas tique et la résorption osseuse 

en se liant à RANKL et en empêchant son action (Fig. 1.8) (Si monet et al., 1997; 

T uda et al., 1997). L'OPG appartient à la famille des récepteurs so lubles du TNF 

Dan le tis u os eux, ell e est synthétisée par les o téoblas tes et sa sécrétion augmente 

d 'autant p lus que le degré de différenciati on de cellules est élevé (Giner et al., 2008). 

In vitro, l'OPG inhibe la di fférenciation, la survie et la fusion des précurseurs des 

ostéocla tes, inactive le ostéoclaste mature et accélère leur apopto e (Shiotani et 
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Figure 1.8 : Système RANK-RANKL-OPG 

Le o téobla tes et ostéocytes sécrètent le RANKL qui e li e à on récepteur naturel, 
RANK sur la surface des ostéoclas tes, ce qui mène à leur acti vation . Le ostéoblastes 
et les ostéocytes sécrètent également de 1 'OPG, un récepteur leurre de RANKL qui 
empêche la liaison de RANKL à RANK et en conséquence l' activation des 
ostéoclastes. Adapté de Richards et al. , 201 2. 

a/.,2002; Sirnonet et al., 1997). In vivo , les oun urexprimant le gène OPG 

développent une ostéopétrose sévère (Simonet et al., 1997), tandis que les souris 

défi cientes ouffrent d' une grave ostéoporose (Bucay et al. , 1998). Toutes les 

hormones et les facteurs locaux qui agissent sur les ostéoclas tes ont une action sur le 

y tème RANK-RANKL-OPG. Les fac teur connus pour stimuler la résorption 

osseuse tels que les PTH, PTHrP, 1,25-dihydroxyvitamine D3, le cytokines IL-l , 

TNF-a, PGE2, IL-6, IL-11 , IL-15 , IL-17, IGFl , et les glucocorticoïdes, augmentent 

1 'expression de RANKL par les ostéoblaste et diminuent en même temps 

1 'express ion de 1 'OPG intervenant dan la régulation du ratio RANKLIOPG (Boyce 

et Xing, 2007 ; Boyce et Xing, 2008; Suda et al. , 1999). Le RANKL et I'OPG sont 

donc les clé du ystème agoniste/antagoniste qui régule le devenir des ostéoclas tes. 
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1.5.2 Leptine 

La leptine est une hormone qUJ JOUe un rôle clé dans la régulation de 1 'apport 

énergétique et de la dépense d 'énergie, y compris l'appétit et le métaboli sme. Elle est 

principalement exprimée dan le ti ssu adipeux blanc, mais d'autres organes comme 

1 ' estomac, le tissu pl acentaire, les muscles squelettiques ou les cellules épithéliale 

mammaires chez la femme qui allaite la produi ent également (Bado et al. , 1998; 

Masuzaki et al. , 1997; Wang et al. , 1998). Le récepteur de la leptine (Ob-R) 

appartient à la ela se Ide la supetfa mille des récepteurs de cytokine qui présente de 

nombreu es analogies avec le récepteur de 1 ' IL-6. TI a été montré que des épissages 

alternatifs du gène codant pour le récepteur permettent d' obtenir au moin six 

isoformes protéiques de tailles différentes (Chua et al. , 1997; Tartaglia et al. , 1995). 

La forme longue (Ob-Rb), trouvée essenti ell ement dans l 'hypothalamus, semble être 

la seule capable de transduction du signal. ll exi ste des formes tronquées multiples, 

exprimées dans divers organes ou tissus périphériques (Zhang et al. , 2005). 

L ' isoforme courte dépourvue de domaine transmembranaire représente une forme 

soluble de ce récepteur et joue un rôle dans le transport et dans l' inacti vation de la 

leptine circulante (Tu et al. , 2008). Le récepteur de la leptine n'est pas localisé 

· uniquement dans 1 ' hypothalamus. Au niveau périphérique local, il existe de 

nombreux sites de liaison pour la leptine sur divers organes: foie, cœur, poumon, 

reins, pancréas, moelle hématopoïétique et sur 1 ' os (Fruhbeck, 2006; Tartaglia et al., 

1995). Depuis sa découverte, la leptine a été perçue comme une hormone dont la 

cible principale était le y tème nerveux central, à par lequel elle régule de 

nombreuses fonctions comme 1 'appétit, la reproduction, ainsi que le métabolisme 

osseux. La régulation du remodelage de la masse osseuse au niveau central se fait via 

le sy tème nerveux sympathique, plu parti culièrement au ni veau du noyau ventro­

médian de l' hypothalamus. Il apparaît clair que la leptine agit en tant qu ' inhibiteur de 

la fonnation osseuse via le sy tème nerveux central. La leptine e t impliquée dan le 
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métabolisme osseux de manière systémique via la modulation de certains 

neurotransmetteurs et de molécules gérant le cycle cellulaire. La régulation centrale 

inhibitrice de la formation osseuse sous le contrôle de la leptine est dépendante de la 

timulation du système nerveux sympathique, agissant directement au niveau des 

cellules o téoblastiques exprimant le récepteur ~2-adrénergique (~2-AR). 

L'activation de ces récepteurs par la noradrénaline inhibe la formation osseuse. En 

accord avec ce observations, les souris f32-A RKO ont une masse osseuse élevée 

(Ducy et al. , 2000a; Ducy et al. , 2000b). De plus, par la voie centrale, la leptine 

module la résorption osseuse. Elle augmente di rectement le tonus sympathique au 

ni veau du noyau ventro-médian et stimule la formation des ostéoclastes et donc la 

résorption osseuse. L ' inj ection de leptine au niveau intra-cérébro-ventriculaire cause 

une baisse de la masse o seuse autant chez les souris déficientes en leptine que chez 

les souris sauvages (Bartell et al. , 2011 ). 

Il a été suggéré que 1 'effet local de la lep tine est plus prononcé que son effet central 

(Reid et Comish, 2004). L 'effet local stimulateur de la leptine est réalisé directement 

par la liaison de la leptine à ses récepteurs spécifiques, exprimés par les cellules 

ostéoblastiques. La leptine augmente la prolifération et la différenciation des 

ostéoblastes (Cornish et al. , 2002; Gordeladze et al. , 2002), stimule la synthèse de 

COL-I et de l' OCN (Thomas et al., 1999) qui favorisent la minérali sation osseuse 

(Reseland et al., 2001 ). L 'admini stration d 'une fa ible dose de leptine compense la 

baisse de leptine dans le sérum et prévient une perte osseuse ta nt au niveau de 1 ' os 

trabéculaire que de l 'os compact (Burguera et al. , 2001). Donc, localement la leptine 

a une action anabolique alors que de manière centrale, elle a un effet 

antiostéogénique. La leptine, ainsi que d 'autres molécules impliquées dans la 

régulation du métaboli sme osseux agissent sur les cellules osseuses et leurs 

précurseurs aux niveaux local et sy térnique. Afin de mieux comprendre le 

mécanisme de la formation osseuse, 1 'ori gine des ostéoblastes et la régulati on de leur 

différenciation seront présentés dans les sections sui vantes. 
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1.6 Cellules stromales mésenchymateuses 

1.6.1 Différenciation des cellules stromales mésenchymateuses 

Les cellules stromales mésenchymateuses (CSM) sont issues de la moelle o seuse, du 

tissu adipeux et du tissu conjonctif du cordon ombilical (Gronthos et al. , 2000; 

Mareschi et al. , 2001 ; Zuk et al. , 2002) . La moelle osseuse contient plusieurs types de 

cellules souches, principalement les cellules souches hématopoïétiques donnant 

naissance aux différentes lignées de cellules sanguines , les cellules souches 

mésenchymateuses assurant la fonction de soutien stroma], ainsi qu ' un type rare de 

cellules multipotentes, les m.ultipotent adult progenitor cells (MAPC) (Chamberlain 

et al., 2007). Les MAPC ont été décrites comme étant les ancêtres de toutes les 

populations hématopoïétiques et mésenchymateuses présentes dans la moelle. Dans la 

moelle osseuse, les CSM sont moins nombreuses que les cellules souches 

hématopoïétiques et représentent de 0,1% à 0,01% des cellules mononucléées totales 

de la moelle osseuse (Capian, 2009). Les cellules stromale de la moelle osseuse ont 

été identifiées initialement par Friedenstein et al. , en 1976, qui décrivaient une 

population de cellules ressemblant à des fibroblastes capables de se différencier dans 

la voie ostéogénique et donc initialement décrites comme les précurseurs des cellules 

osseuses (Friedenstein et al. , 1976). Des études ultérieures ont montré que les 

capacités de différenciation de ces cellules s'étendaient aux autres lignées de cellules 

mésodermiques, incluant ainsi les chondrocytes, les adipocytes, les cellules 

neuronales et les myoblastes (Fig 1.9) (Chamberlain et al. , 2007 ; Pittenger et al. , 

1999). 
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Figure 1.9 : Capacités de différenciation de CSM 

Les CSM peuvent se différencier dans une grande vari été de types cellul aires, y 
compris en ostéoblaste, chondrocyte, adipocyte, myocyte et cellule neuronale 
(Meregall i et al. , 20 1 1 ) . 

Les cellules doi vent répondre aux trois critères suivants pour être considérées comme 

étant des CSMs : 1) l'adhérence au plastique de culture; 2) l'expression (> 95 %) de 

antigènes de surface CD73, CD90 et CD105 , ainsi que l'absence (98 % des cellules 

sont négatives) des marqueurs de différenciation hématopoïétiques CDllb, CD14, 

CD19, CD34, CD45 , CD79a et CMH de classe II et ill; 3) la capacité de se 

différencier en ostéoblas tes, chondrocytes et adipocytes (Dominki et al. , 2006). Les 

mécanismes moléculaires gouvernant la différenciation des CSM commencent à être 

dévoilés. Les cellules mé enchymateuses ont une grande plasticité et sont capables de 

se différencier en cellules cartilagineuses, osseuses, musculaires ou adipocytaires. 

L 'engagement des CSM dans la différenciation est sous le contrôle de la voie 

Wingless type (Wnt) (Etheridge et al. , 2004). Lorsque cette voie est activée, les CSM 

sont engagée à devenir des ostéoblastes, des chondroblastes ou des myocytes et 

lorsqu 'elle est inhibée, les CSMs deviennent des adipocytes (James, 2013). La 

différenciation ultérieure dépend de l' implication de facteurs de transcription 

spécifiques. L 'expression de SRY (sex detennining region Y) -box 9 (SOX9) induit la 
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voJe chonclroblastique, celle de MyoD, la voJe myoblastique, l 'expression du 

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) y2 induit la différenciation 

adipocytaire alors que celle de RUNX2 est nécessa ire pour 1 'engagement et la 

différenciation ostéoblastique (Pittenger et al., 1999). Le RUNX2 est aussi essentiel à 

la formation osseuse in vivo et au maintien de la fonction ostéoblastique au cours de 

la croissance post natale. Certains effecteurs biologiques et les voies conduisant à 

1 'activation de ces facteurs de transcription ont été identifiés . 

1.6.2 Origine des chondrocytes 

La différenciati on des chonclrocytes et des o téoblas tes partage une étape commune 

ostéo-chondrocytaire, et ensuite une différenciation des deux lignées est conditionnée 

par l'expression de fac teurs de transcription particuliers (Hill et al., 2005). La 

différenciation chondrocytaire initiale à partir des précurseurs mésenchymateux est 

sous la dépendance du gène SOX9 (Fig 1.10). Le fac teur SOX9 est impliqué dans le 

passage de la cellule mésenchymateuse indifférenciée à un progéniteur ostéo­

chondrocytaire et dans la régulation de l'expression des gènes qui codent pour 

l'agrécane et le COL-II (Lefebvre et al. , 1997; Ng et al. , 1997). L'ablation totale de 

SOX9 empêche les condensations mésenchymateuses (Bi et al. , 1999). Sa délétion à 

des stades plus tardifs diminue la prolifération des chondrocytes et l'expression des 

gènes responsables de 1 'élaboration de la matri ce et de la signalisation lndian 

hedgehog (lliH)IPTH-related protein. Les chondrocytes passent alors prématurément 

au stade hypertrophique (Aki yama et al. , 2002). Ceci identifie le SOX9 comme un 

gène essentiel à la chondrogenèse. 
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Les CSM se différencient en différents types cellulaires sous le contrôle de facteurs 
de transcription spécifiques . L'expression de PPAR y2 induit la différenciation 
adipocytaire, celle de SOX9 iduit la voie chondroblastique et celle de R UNX2 induit 
la différenciation ostéoblastique. Adapté de Harada, 2003. 

1.6.1.2 Origine des adipocytes 

Lorsque les CSM s'engagent dans la voie adipocytaire, l'adipogènese est initiée par 

l'activation des fac teurs de transcription de la famille des CCAAT!enhancer binding 

protein (CIEBP). Les fac teurs C/EBP~ et C/EBP8 induisent l'expression des PPARy 

et C/EBPo. (Fig. 1.10). L'action conj ointe de ces deux facteurs est indispensable à la 

pleine différenciation et au maintien du phénotype adipocytaire. En effet, le C/EBPa 

ne peut induire à lui seul 1 'adipogenèse dans des cellules dans lesquelles le gène du 

PPAR y a été invalidé (Rosen et al. , 2002). PP AR y existe sous deux formes, nommées 

PPARyl et PPARy2, qui diffèrent par leur extrémité N-terrninale. I1 a été démontré 

que c'est principalement PPARy2 qui contrôle l' adipogenèse (Ren et al. , 2002). Dans 

la lignée adipocytaire, PPARy2 s'hétérodimérise avec RXRa. L'acti vati on de PPARy 

nécessite la li aison d ' un ligand et le recrutement de co-activateurs spécifiques, afin de 
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permettre au complexe PPARy-RXRa d ' induire la transcription des gènes cibles 

(Kli ewer et al. , 1994). PP AR y intervient dans la différenciation adipocytaire par son 

action sur la régulation de l'express ion de nombreux gènes impliqués dans le 

phénotype adipocytaire. Au cours de 1 'adipogenèse, les cellules subissent des 

changements morphologiques et augmentent 1 'expression de protéines servant à leurs 

principales fonctions. 

1.6.1.3 Origine des ostéoblastes 

L'ostéogenèse est caractérisée par l'engagement, la prolifération et l'acquisition du 

potentiel ostéoblastiq ue de cellules ostéoprogénitrices. Les études ont permis de 

mettre en évidence certai ns facteurs de transcription essentiels pour 1 'ostéogenèse, le 

RUNX2 et l'astérix (OSX) (Fig 1.10) (Pittenger et al., 1999; Yoshida et al., 2004). 

L'invalidation de 1 'un de ces deux facteurs mène à des anomalies graves du squelette 

et de la croissance osseuse (Komori et al., 1997; Nakashima et al. , 2002). Le RUNX2 

est un facteur indispensable à un stade tardif de la condensation mésenchymateuse et 

au début de 1 'engagement des CSM vers la lignée ostéoblastique (Ducy et al., 1997; 

Komori, 2010). RUNX2 augmente l'expression des gènes de la matrice osseuse telle 

que le COL-I, l 'ostéopontine, la BSP, l'OCN et la fib ronectine (Lian et al., 2006) 

mais il n'est pas essentiel ensuite au maintien de l'expression de ces gènes. Le niveau 

d 'express ion du RUNX2 se diminue et l'express ion d'OSX s'augmente lors de la 

differenciation ostéoblastique (Komori, 2010). L' OSX agi t en aval de RUNX2 et est 

nécessaire dans la différenciation des ostéoblastes tardifs et la croissance osseuse 

postnatale (Zhou et al., 2010). Tout au long du développement osseux, plusieurs 

facteurs paracrines, autocrines et endocrines modulent la différenciation 

ostéoblastique. Les divers facteurs de croi sance et hormones tels que les membres de 

la famille sonic hedgeh.og (SHH) et lliH, les BMPs, le PTH, le FGF-2, le PDGF, le 
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vascular endothelial growth fa ctor (VEGF) et les IGF agissent sur la prolifération et 

la maturation des ostéoblas tes (Eriksen, 2010; Qin et al. , 2003). 

1.7 Voie de signalisation Wnt 

1.7.1 Acteurs de la voie Wnt 

L' une des voies de signalisation importantes dans le cycle vital des CSM est la voie 

des Wnt qui contrôle la prolifération, la survie, 1 'engagement et la différenciation 

cellulaire (Baron et Kneissel, 201 3; Kim et al. , 201 3). L 'acti vation de la voie Wnt 

canonique demande une liaison des ligands spécifiques avec un récepteur 

transmembranaire désigné Fri zzled (FZD) (Xavier et al. , 2014) et la formation d 'un 

complexe avec un autre récepteur membranaire, le LDL receptor-related protein 

(LRP) 5 et 6. Cette interaction stimule l' activation des protéines intracellulaires de la 

famille disheveled (DVL) (Fig.l.ll) (Pandur et al. , 2002; Westendorf et al. , 2004). 

L 'activation de DVL inhibe alors un deuxième complexe intracellulaire composé de 

1 'axine, de la glycogène synthase kinase (GSK) 3, et de la protéine Adenomatose 

polypose coli (APC) (Lee et al. , 2003a). La GSK3 phosphoryle normalement la ~­

caténine et stimule sa dégradation. Une timulation de la signalisation Wnt inhibe 

1 'activité du complexe Axin/GSK3/ APC en provoquant une dissociation de 1 'APC, ce 

qui résulte en une augmentation du ni veau de la ~-caténine cytoplasmatique et 

nucléaire. Une fois rentrée dans le noyau, la ~-caténine s 'hétérodimérise avec le T 

cell factorllymphoid enhancer-binding factor (TCF/Lef) (Pandur et al. , 2002) et, 

finalement, induit une transcription des gènes qui déterminent la différenciation des 

CSM (Fig. l.llB) (Etheridge et al., 2004; Kim et al. , 201 3). 
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A) La signalisation Wnt peut être bloquée par Wnt inhibitory protein (WIF-1) et 
secreted Frizz[ed related proteins (sFRP) ou par l'interaction de LRPS/6 avec un 
complexe Dick:kopf (DKK)/Kremen ou avec la sclérostine (Sost). La phosphorylation 
de la ~-caténjne par GSK3 stimule la dégradation de ~-caténine B). Le Wnt se lie au 
récepteur Fzd et inhibe ainsi 1 'activité du complexe FRAT1/GSK3 par des 
mécanismes impliquant Axin et DVL. La ~-caténine s' accumule dans le cytoplasme 
et est transportée vers le noyau où elle se lie à TCF/Lef, provoquant la transcription 
des gènes cibles. Adapté de Baron et Kneissel, 2013 
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1.7.2 Régulation de la voie Wnt 

Le signal Wnt est régulé par divers agonistes et antagonistes comprenant des facteurs 

sécrétés, des modulateurs transmembranaires et des signaux intracellulaires (Kawano 

et Kypta, 2003). Les antagonistes sécrétés comme le sFRP, le WIF et Je DKK1 

agissent différemment sur la voie Wnt. La SOST et le DKKl affectent seulement la 

voie Wnt canonique en se liant au co-récepteur LRP5/6 (Fig. 1.11A) (MacDonald et 

al., 2009), tandis que le sFRP et le WIF bloquent la voie canonique et non-canonique 

en se liant directement à Wnt (Bovolenta et al., 2008). Le déficit en LRP5 entraîne 

une ostéoporose chez le rongeur (Kato et al., 2002), les sujets porteurs de mutations 

inactivatrices de LRP5 souffrent d 'une ostéoporose congénitale sévère (Agueda et al., 

2011; Goltzman, 2011) tandis que certaines mutations activatrices de LRP5 mènent à 

une masse osseuse très élevée et w1e ostéosclérose chez l'humain (Ferrari et al., 

2005). L'inhibition de la voie Wnt réduit la prolifération et 1 'activité ostéoblastique, 

diminue l'activité de l 'ALP, la minéralisation osseuse et bloque de manière indirecte 

la BMP (Hill et al., 2005; Zhang et al., 2013). Les Non·in et R-spondine (RSPO) sont 

deux familles des protéines agonistes de la voie Wnt/~-caténine. Norrin, un membre 

de la famille TGF-~ possède une grande affinité pour la FZD-4, lie également la 

LRP5/6 et stimule la signalisation Wnt (Smallwood et al. , 2007). Les RSPO 

favorisent la différenciation des ostéoblastes et elles sont fortement exprimées dans le 

tissu osseux au cours du développement embryonnaire et postnatal (Hankenson et al., 

2010). Elles présentent une synergie avec les récepteurs FZD et LRP6 (Kazanskaya et 

al., 2004). 

1.7.3 Voie Wnt et ostéogenèse 

La régulation du passage des CSM dans la voie ostéogénique se base essentiellement 

sur la voie Wnt qui favorise la différenciation ostéoblastique à partir des progéniteurs 

ostéochondraux, stimule la prolifération des ostéoblastes et augmente la survie des 
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ostéoblas tes et des ostéocytes (Bodine et Komm, 2006). Tout d'abord, la signalisation 

Wnt/~-caténine joue un rôle primordial dans 1 'engagement des CSM dans la voie 

ostéoblastique au cours du développement embryonnaire (Day et al. , 2005 ; Hu et al. , 

2005). L 'activation de la voie Wnt-canonique stimule auss i la différenciation de 

ostéobl aste déjà fo rmé lor de 1 'ossifica tion endochondrale (Day et al., 2005). Cet 

effet sur 1 'activité ostéoblastique est réalisé grâce à la formation de complexes avec 

des facteurs de transcription TCF/Lef. ll a été auss i démontré que la ~-caténine agit 

indirectement sur l'ostéoclas togenèse par l' intermédiaire d ' OPG. La ~-caténine et 

TCF e lient au promoteur du gène de I'OPG et favorisent son expression (Glass et 

al. , 2005). Par conséquent, la signali sation Wnt/~-caténine peut avoir deux effets ur 

le remodelage o eux : la stimulation de la formation et la suppression de la 

résorption osseuse. 

1.8 Ostéoporose 

Comme il a été mentionné plus haut, le maintien de la ma e o eu e est a suré grâce 

à un équilibre entre la destruction et la fo rmation du tissu o seux. Le renouvellement 

de l 'os est indispensable au maintien des quali tés mécaniques et métaboliques de 

notre squelette. Un déséquilibre du remodelage osseux mène finalement à une 

diminution de la masse osseuse (ostéopénie) et au risque potentiel de fractures, uite à 

des traumatisme minimes (ostéoporose). 

1.8.1 Étiologie 

L 'ostéoporo e est une maladie caractérisée par une fa ible masse osseuse et une 

détérioration du tissu osseux (Fig. 1. 12). Cette condition entraîne une plus grande 

fragilité o seuse et des risques de frac tures , particulièrement de la hanche (col 

fémoralae), de vertèbres lombai re et du poignet (carpe ) (WHO, 2003). 
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L 'ostéoporose apparaît lorsque la perte de tissu osseux et de minéraux est plus rapide 

que la formation de nouveaux tissus os eux. 

Os sain Os o téoporotique 

Figure 1.12 :Représentation schématique d'os sain et d'os ostéoporotique 

L'ostéoporose altère la micro-architecture du tissu osseux et mène à l 'amincissement 
des trabécules osseuses et à 1 'augmentati on des espaces entre celles-ci . 
Tiré de: http://juicing-for-health.com/fun-free-recipes/juicing-by-health­
conditions/osteoporosis-symptoms.html 

L 'ostéoporose touche près de 2 millions d ' habitants du Canada. Une femme sur 

quatre et au moins un homme sur huit âgés de plus de 50 ans souffrent d 'ostéoporose 

(h ttp :/ /www. osteoporosecanad a.ca/losteoporose-et-vous/ don nees-et -s ta tis tiques-sur­

osteoporose/). Comme les femmes ont une masse os euse 30% plus faible que celle 

des hommes, elles sont plus vulnérables à 1 'o téoporose à tous âges. Cependant, à 

partir de 65 ou 70 ans, la diminution de la masse osseuse est à peu près la même pour 

les deux sexes. Les causes exactes de 1 'ostéoporose ne sont pas identifiées, mais il 

ex iste de facteurs qui sont susceptibles d 'augmenter le ri sque d 'ostéoporose (Rai z, 

2005). La diminution des ni veaux d' œstrogènes mène à une déminéralisation osseu e 

accélérée après la ménopause (Guglielmi et aL., 2011). Une carence en œstrogènes 

augmente le niveau de résorption osseuse par les ostéoclastes et diminue la fonnation 

osseuse par le raccourcissement de la durée de vie des ostéoblas tes. Les femmes dont 
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la ménopause a été précoce (avant 45 ans) courent un risque accru de développer de 

l' ostéoporose (Lee et al. , 2003b). Certaines mutations génétiques emblent être liées à 

un risque héréditaire d' avoir une faible ma se o seuse et de subir plus de fractures 

(Liu et al. , 2014). Les fac teurs li és au mode de vie, comme le tabagi me, une 

consommation d'alcool abusive, la prise de médicaments comme les corticostéroïdes, 

ou la sédentarité contribuent également à la déminéralisation osseuse (Comp ton, 

2009; van Staa et al. , 2000). Une carence en calcium et en vitamine D ainsi que 

1 'hyperparath yroïdie secondaire sont associées à une diminution de la masse osseuse 

chez les personnes âgées (Lips, 2001 ). Les récentes études épidémiologiques lient 

1 ' inflammation et les déséquilibres métaboliques tels que 1 ' hyperlipidémie et 

1 'athérosclérose à 1 'ostéoporose (Lacativa et Faria , 2010; Parhami , 2003). 

1.8.2 Diagnostique 

La détermination de facteurs de risque et la densitométrie osseuse de la colonne 

vertébrale et/ou du col du fémur permettent d'e timer la probabilité de développer 

l' ostéoporose (Guglielmi et al ., 2011 ). Une autre approche di agnostique et de suivi de 

1 ' efficacité thérapeutique est la mesure des marqueurs sérique du remodelage osseux 

(Delma et al. , 2000). L ' ALP est le marqueur de la formation osseuse le plu 

fréquemment utili sé. Le dosage immunologique de 1 'ALP o eu e érique est sensible 

à l'augmentati on du remodelage o eux après la ménopause et permet de révéler 

l'efficacité thérapeutique (Woitge et al. , 1996). L ' OCN est synthétisée par les 

ostéoblas te et incorporée dan la matrice os euse extra-articulaire mais pas dans sa 

totalité. Ainsi, une partie de cette molécule se trouve dans la circulation sous une 

forme libre oll ell e peut être dosée en radio-immunologie (Brown et al. , 1984). 

Lorsqu ' un ostéoblas te est en activité, il produit une molécule de COL-I qui va être 

incorporée dans le ti ssu osseux. ll libère en même temps une molécule d'un 

propeptide d 'extension N-terminale (PINP) et C-terrninale (PICP). Par ailleur , ce 
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peptides reflètent la synthèse du collagène pas uniquement dans 1 'os mais aussi au 

niveau d 'autres tissus (Seibel, 2000). La phosphata e acide Sa résistante au L-tartrate 

(TRAP) e t spécifique au tissu osseux et reflète 1 'activité de la ré orption osseu e 

(Halleen et al. , 2000). Cette enzyme est augmentée dans plusieurs maladies osseu es 

caractérisées par un accroissement du remodelage. 

1.8.3 Traitements 

Le principal objectif des traitements pharmacologiques de l'o téoporose v tse la 

réduction des fractures . Certains de ces médicaments sont au si employés pour 

diminuer le risque de développer 1 ' ostéoporose. Le traitement actuel de 1 ' ostéoporose 

se base sur l' utili sation de substances anticataboliques qui inhibent la résorption 

osseuse, telle que le bisphosphonate ou les oestrogènes (Marie et Kassem, 2011 ; 

Montagnani , 2014). Les agents anaboliques représentés essentiellement par la PTH 

ont a us i un effet bénéfiqu e sur 1 'os (Hodsman et al. , 2005). De nouveaux agents sont 

venus s'ajouter dernièrement à l' arsenal thérapeutique. ll s vi ent à cibler différentes 

molécules impliquées dans le métabolisme osseux. On peut noter les inhibiteurs de la 

voie RANKL (Bone et al. , 2011 ), les anti corp contre les antagonistes de la voie Wnt 

(Glantschnig et al. , 2010; Padhi et al. , 2011 ) ou les différents fac teur de croissance 

(Marie et Ka em, 2011 ; Montagnani , 2014). 

1.9 Lipoprotéines 

1.9.1 Métabolisme des lipoprotéines 

Les lipoprotéines permettent le transport des lipides dans 1 'organisme et sont des 

particul es globulaires de haute masse moléculaire, constituée d ' un noyau de 

triglycérides (TG) et d 'e ters de cholestérol (EC) entouré d' une monocouche 

d 'apolipoprotéine (apo) , de phospholipide et de cholestérol libre. Pendant leur 
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voyage dans la circulation sanguine, le lipoprotéines subis ent de modifications 

complexes qui affectent leurs compo ition, tructure et fonction. Les lipoprotéines 

sont classées selon leurs densités, et sont réparties en chylomicrons, lipoprotéines de 

trè bas e densité (VLDL), lipoprotéine de densité intermédiai re (IDL), LDL et 

lipoprotéines de haute densité (HDL) (Havel, 1987). 

Les chylomicrons sont les lipoprotéines les plus grosses avec une densité de 0,93 

g/ml et sont composés majoritairement de TG (86%) et pos èdent à leur surface 

l'apoA et l'apoB-48. Sous l'action de la lipoprotéine lipase (LPL), les TG sont 

hydrolysés en glycérol et en acide gras absorbables par les cellule hépatiques et les 

tissus périphériques (Kersten, 2014). L' hydrolyse des TG des chylom.icrons provoque 

la formatio n econdaire de HDL discoïdales formées de phospholipide , de 

chole térol, d 'apoC et d'apoA. Les résidus de chylomicrons contenant des TG, EC et 

enrichis en apoB48 et apoE se fixent au foie par les LRPl (Dominiczak et Ca lake, 

2011). Dan le foie, des lipase hépatiques dégradent les TG en acides gras qui 

servent principalement à la synthèse de nouveaux TG. 

La fonction principale des HDL est d ' a surer le transport inver e du chole térol c'est­

à-dire l'élimination du cholestérol par le foie à partir des cellules ou de ti us non 

hépatiques (Roth bl at et Phillips, 201 0). Au contact des cellules périphériques, les pré­

HDL, provenant de la sécrétion hépatique d'apoA-1 pauvrement a ociée à des 

lipides, captent le choie térol libre excédentaire via la protéine tran porteur cassette 

li ant I'ATP 1 (ABCAl ). Cette protéine appartient à la superfami lle des tran porteur 

cassette liant l'ATP (ABC). Ces protéines ont pour fonction le tran port de diverses 

molécules (ions, peptides, glucides et molécules organiques complexes) à travers la 

membrane nécess itant l' hydrolyse d'ATP (Geollljon et al. , 2001). Les ABC assurent 

la fixation et l' hydrolyse de I'ATP, fournissant ainsi l'énergie nécessa ire pour le 

transport du substrat. La captation de cholestérol libre par le pré-HDL mène à la 

production des HDL de tailles cro issantes qui progressivement s ' enrichissent en 
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triglycérides et en apoE, et donnent le HDL2. Les HDL2 se fixent ensuite au SR-BI 

hépatique qui permet d ' internali ser une parti e de leurs EC dans l' hépatocyte alors que 

les autres composants des HDL sont en uite tran férées aux VLDL et apparaissent 

éventuellement dans les LDL (Thuahnai et al., 2004). La majorité du cholestérol 

libéré par les cellules extrahépatique e t transportée au foie à des fins d 'excrétion 

biliaire. Ce mécanisme constitue le transport inverse du cholestérol. 

Les VLDL, synthétisées dans le foie, sont riches en TG (50%) et possèdent des 

apoBlOO, apoC et de l'apoE. Dans la circulation les TG des VLDL sont soumis à 

l'action de la LPL et les acides gras ainsi libérés sont li vrés aux tissus. À la suite de 

cette délipidation, les VLDL deviennent des IDL (Musliner et al. , 1986). La majorité 

des IDL sont captées au niveau du foie par les récepteurs de LDL (rLDL). La fraction 

res tante perd son apoE, est hydrolysée par la lipase hépatique et forme des LDL 

riches en EC qui ne possèdent plus que 1 'apoB 100. Les LDL en circulation chez 

l' humain représentent environ 70 % du total de toutes les lipoprotéines (Darnmerman 

et Breslow, 1995). il faut noter que chez les souri s se sont les HDL et les VLDL qui 

prédominent dans la circulation (Yin et al., 201 2). La clairance des LDL est assurée 

par l' interaction de l'apoBlOO avec le rLDL (Hospattankar et al. , 1986) . Les niveaux 

élevés de LDL dans la circul ation contribuent à la pathogenèse de l'athérosclérose 

(revue dans Frohlich et Al-San·af, 2013). Il semble que l'oxydation des LDL soit le 

fac teur déterminant de leur athérogénicité (Esterbauer et al. , 1992). 

1.10.2 Oxydation des LDL 

Les LDLox possèdent une affini té accrue pour le SR (Fluiter et van Berkel, 1997). 

Les processus d'oxydation des LDL sont des phénomènes excessivement complexes 

et ils se déroulent en différentes étape . De hauts taux plasmatiques de LDL 

favo ri sent leur oxydation (Morel et al. , 1984; Steinberg, 1997). Les lipides 
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polyinsaturés subissent en pretruer 1 'oxydati on par les radicaux libres. E nsuite, 

1 'oxydation se propage à d 'autres lipides, aux molécules de cholestérol et à 1 'apoB 

menant à leur dégradation et à la génération d 'aldéhydes et de cétones (Steinberg, 

1997). Les cétones sont éliminées, mais les aldéhydes se lient aux résidus lysine de 

1 'apoB 100, entraînant une augmentation de sa charge négative et une modifica tion de 

son activité physiologique (Fong et al. , 1987). Les LDL ainsi modifiées ne peuvent 

plus être reconnues par le rLDL et vont être captées par les SR des macrophages et 

les cellules du foie (Young et McEneny, 2001). ll existe une grande variété de 

LDLox. Outre leur diversité structurale, les LDLox sont caractérisées par des 

différences fonctionnelles . On distingue les LDL moyennement oxydées qui 

entraînent la sécrétion de fac teurs pro-inflatrunatoires et les LDL fo rtement oxydées 

qui sont cytotoxiques et mènent à la formation de cellules spumeuses (Berliner et al. , 

1995). 

1.9 Récepteurs scavenger 

Outre les facteurs prédi sposant à l 'ostéoporose tels la maladie de Crohn, 

1 'hyperparathyroïdie primaire, 1 ' hypogonadisme et le diabète de type 2, les maladies 

cardiovasculaires et l 'athérosclérose sont également associées à une faible masse 

osseuse (Parhami, 2003). Cette corrélation suggère l'existence de facteurs de ri sque 

communs et les études récentes proposent l' hyperlipidémie et l'hypercholestérolémie 

comme mécanismes possibles du développement de l' ostéoporose (Tintut, 2004; 

Yamaguchi et al. , 2002) . Les SR contribuent au métabolisme des lipides natifs et 

modifiés et ainsi sont impliqués dans la pathogenèse des dyslipidérnies et 

possiblement de l 'ostéoporose. La famill e des SR comprend plusieurs récepteurs 

transmembranaires qui présentent une grande variété structurelle (Fig 1. 13). 
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Les SRs sont répartis en différentes classes selon leur structure (Terpstra et al. , 2000). 

ils sont répartis en di fférentes sous-familles en fonction de leur capacité à lier des 

lipoprotéines modifiées et de leurs caractéristiques structurelles et de leurs domaines 

fonctionnels (Horiuchi et al. , 2003 ; Krieger, 1997; Prabhudas et al. , 2014). 

Récemment, une nou velle définition et nomenclature des SR qui comprend onze 

classes de A à J et 0 à été proposée (Prabhudas et al., 2014). Selon cette définition, 

les SR sont des récepteurs de surface cellulaire qui lient généralement plusieurs 

ligands et favorisent 1 'élimination des particules étrangères ou des particules 

endogènes altérées. Ils fo ncti onnent souvent par des mécanismes qui comprennent 

1 'endocytose, la phagocytose, 1 'adhésion et la signali sation qui mènent f inalement à 

l'élimination des substances nocives ou dégradées (Prabhudas et al. , 2014). Chaque 
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classe de SR possède différentes propriétés; cependant, il est clair que dans un 

environnement ain , leur rôle e t de libérer le corps des produits qui pourraient être 

potentiellement dangereux tel que les agents microbiens, les cellules apoptotiques et 

les lipoprotéines modifiées. 

1.11 Cluster of differentiation (CD36) 

Malgré que la pré ence de CD36 dans le tissu osseux soit bien établie (Brodeur et al., 

2008 ; Canon et al. , 2000), son rôle physiologique dans le métaboli sme osseux est 

encore mconnu. CD36 est considéré comme un récepteur multi-ligands 

multifonctionnel impliqué dans plusieur aspects de la biologie et notamment dans le 

métabolisme des lipoprotéines. Les macrophages internalisent et accumulent 

massivement dans leur cytoplasme certaines composante de LDLox via les SR, 

dont le CD36 (Endemann et al. , 1993). Chez les souris doublement déficientes en 

apoE et en CD36, l' internali sati on des LDLox par les macrophages est diminuée de 

60% (Febbraio et al. , 1999; Febbraio et al., 2000). Le ouri déficientes en CD36 

( Cd36KO) sont hyperlipidémiques et possèdent des concentrations élevés de TG­

VLDL et d 'acide gras libres (Goudriaan et al., 2003; Sandoval et al,. 2010). 

Certaines études ont suggéré une contribution des lipides et des lipides oxydés dans la 

pathophysiologie de 1 'ostéoporo e (Rajamannan et al. , 2003; Parhami, 2003). Les 

femmes possédant une faible masse osseuse et atteintes d 'ostéoporose ont de plus 

hauts ni veaux de LDL-chole térol que les femmes saines (Demir et al. , 2008; 

Tarakida et al., 2011 ). En plu , il a été démontré que les LDL faiblement oxydées 

inhibent la différenciati on des ostéoblas tes in vitro (Parhami et al. , 1997). Donc, 

1 ' implication de CD36 dans le métabolisme des lipoprotéine et le rôle de ces 

dernières dans le maladie ostéoporotiques fo nt de CD36 une cible intéressante dans 

l'étude de la biologie du tissu osseux. Ses sites d'action et se effets phys iologiques 

sont nombreux et ils peuvent directement ou indirectement influencer le ti ssu osseux. 



41 

Pour cela, une compréhension des mécanismes d 'action de CD36 dans l 'os est 

primordiale. Donc, le sections sui vantes portent sur la structure de CD36, son rôle 

physiologique et sa régulation dans les différents tissus, ainsi que les conséquences de 

la déficience en CD36 chez 1 ' humain et la souris . 

1.11.1 Identification de CD36 

CD36 est un récepteur membranaire intégral qui fait partie de la grande famille des 

SR de classe B. CD36 a été découvert sur la membrane des plaquettes (Bolin , 198 1; 

Okumura et Jamieson, 1976) et a été appelé plus tard glycoprotéine (GP) IV (Tandon 

et al. , 1989). Dans les années 1980, CD36 a été identifié comme l'antigène réagissant 

avec l'anticorps OKM5 des monocytes et fut alors nommé antigène OKM5 (Shaw, 

1987; Talle et al. , 1983). Plus tard , il a été déterminé que GPIV et l 'antigène OKM5 

étaient les mêmes protéines et les termes GPIV et antigène OKM5 ont été remplacés 

par CD36 (Asch et al. , 1987; Harmon et Aburnrad, 1993). CD36 a ensuite été 

découvert en tant que récepteur de COL, de LDLox (Endemann et al. , 1993), de la 

trombospondine (TSP) et comme le transporteur des acides gras (FAT) dans les 

adipocytes (Abunu-ad et al. , 1993). CD36 est aussi connu sous l'appellati on 

SCARB3, GP88 et gpiiib. 

1.11.2 Gène CD36, ses transcrits alternatifs et mutations 

Le gène CD36 est locali sé sur le chromosome 7q 11.2 chez 1 'humain et sur les 

chromosomes 4 et 5 chez le rat et la ouris respectivement. Le gène CD36 est 

consti tué de 15 exons, mais seulement une partie de l'exon 3, les exons 4 à 13 et une 

partie de l'exon 14 codent pour la protéine CD36 (Armesilla et Vega, 1994; 

Fernandez-Ruiz et al. , 1993). Les exons restants fo rment les régions 5 ' et 3' non 

traduites (régions 5' -UTR et 3' -UTR) (Fig. 1.14). La transcription des cinq premiers 
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exons ( la, lb, l e, l e et l f) est contrôlée par trois promoteurs alternatifs et leur 

acti vité dépend du tissu et de l'état physiologique (Andersen et al. , 2006; Armesilla et 

Vega, 1994; Sato et al. , 2002). L 'exon 1 a est plus présent dans le tissu adipeux, le 

cœur, les muscles squelettiques, les monocytes et moins présent dans le foie; tandis 

que le transcrit contenant l' exon lb est plus présent dans le tissu adipeux et les 

monocytes (Andersen et al ., 2006). L' induction de l'expression de CD36 par un de 

ses promoteurs semble être dépendante du genre. L'expression de CD36 dans le foie 

est plus élevée chez les rats femelles que chez les mâle (Cheung et al., 2007). Les 

modifications de l 'expression de CD36 et de son premier exon refl ètent la capacité du 

tissu à répondre aux besoins physiologiques grâce à 1 ' utilisation des différents 

promoteurs. Même s' il existe différents transcrits de CD36, ils contiennent tous la 

même séquence codante, et donc produi ent la même protéine CD36. 

ATG 

le la If lb le Il Ill 

0 Untranslated exon 

~ Coding exon 

IV VI VIII X Xli XIV 

COOH-termina l cytoplasmic 
and transmembrane demains 

Figure 1.14 : Représentation schématique du gène CD36 

Le gène CD36 est composé de 15 exons, dont 12 (une partie de 1 'exon 3, les ex ons 4 
à 13 et une partie de 1 'ex on 14) codent pour la protéine CD36. La région non­
transcrite en 5' est constituée des exons l a, lb, l e, l e, lf, 2 et d 'une partie de l'exon 
3 et la région non-transcrite en 3 ' est constituée d ' une partie de l' exon 14 et de l 'exon 
15 (Collot-Teixeira et al. , 2007). 
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Dans les cas exceptionnels, il existe une di versité fo nctionnelle pour CD36 en raison 

de l 'épi sage alternati f. Une protéine CD36 tronquée a été isolée à partir des cellules 

humaines de leucérnie érythroïde. Cette forme tronquée est causée par la délétion des 

exons 4 et 5 qui sont responsables de la production d'une protéine de 369 acides 

aminés dont les acides aminés 41 à 143 sont manquants (Tang et al. , 1994). 

Différentes modifications telles que les substitutions de nucléotides, des délétions, 

des insertions courtes, des duplications, des réarrangements de nucléotides, des 

séquences répétitives capables d 'affecter l'expression ou l'activité de CD36 ont été 

signalées dans plusieurs études (Aitman et al. , 2000; Imai et al. , 2002; Kashiwagi et 

al. , 1995; Kashiwagi et al. , 1994; Lepretre et al. , 2004; Tanaka et al. , 2001 ). 

TI existe des mutations qui engendrent la déficience en CD36 chez 1 ' humain. Cinq 

mutations sont responsables de 90% de tous les cas de déficience de type I définie par 

une absence de CD36 sur les monocytes et les plaquettes. Parmi elles, la mutation 

C478T dans l'exon 4 est la plus fréquente et cause 50% de la déficience chez la 

population asiatique (Kashiwagi et al. , 2001 ). Cette substitution mène à un 

remplacement de la proline-90 par une sérine ce qui perturbe la transition du 

précurseur à sa forme mature et réduit considérablement 1 'expression de CD36 

(Kashiwagi et al., 1995). Les mutations responsables de la déficience de type II 

définie par l'absence de CD36 seulement sur les plaquettes sont nombreuses et 

certaines d'entre elles sont identiques aux mutations de la déficience de type I (Yan ai 

et al., 2000). Jusqu 'à présent, le cause moléculaires ou génomiques de la déficience 

de type II ne sont pas bien comprises, ce qui suggère que 1 'expression de CD36 dans 

les plaquettes est contrôlée par des facteurs héréditaires spécifiques (!mai et al., 2002; 

Kashiwagi et al., 2001 ). 
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1.11.3 Structure de CD36 

Le gène CD36 code pour une protéine fortement glycosylée constituée de 472 acides 

aminés avec un poids moléculaire de 78 à 88 k.Da et dont la forme non glycosylée est 

de 53 k.Da (Febbraio et al., 2001). Sa tructure générale est composée de cinq 

domaines distincts: un long domaine extracellulaire, deux régions transmembranaires 

et deux courtes queue cytoplasmiques en N- et C-terminales (Fig. 1.1 5) (Connelly et 

al. , 1999; Gruarin et al. , 2000). 
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Figure 1.15 : Structure de CD36 et principaux sites de liaison 
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CD36 est un récepteur transmembranaire localisé dans les radeaux lipidiques de la 
membrane pla mique. Son large domaine extracellulaire contient de multiples site de 
N-glycosylation et différents domaine de liai on. L'extrémité C-terrninale e t 
important pour la cascade de ignalisation intracellulaire (Collot-Te ix eira et al., 
2007). 
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Le domaine extracellulaire est approximativement de 400 acides aminés et il est 

fortement glycosylé. Dix sites potentiels de glycosylation ont été prédits et neuf 

d 'entre eux sur les résidus asparagine ont été confirmés (Hoosdally et al. , 2009). La 

glyco ylation de CD36 est nécessaire pour le transport efficace du récepteur vers la 

membrane cellulaire, mai elle ne modifie pas sa liaison avec les ligands (Hoosdally 

et al., 2009). CD36 est constitutivement phosphorylé sur la thréonine 92 et son degré 

de déphosphorylation e t important pour la liaison avec certains ligands et la 

signalisation ultérieure (Asch et al. , 1993). Les séquences N- et C-terminales 

intracellulaires, respectivement de 7 et 13 acides aminés, contiennent chacune deux 

résidus de cystéine permettant l' ancrage des queues dans la couche interne de la 

membrane (Tao et al. , 1996). La palmitoylation de ces quatre cystéines assure la 

maturation de CD36 dan le réticulum endoplasmique, régule son incorporation dan 

des radeaux lipidiques et la captation de LDLox (Thome et al. , 2010). 

L'ubiquitination de CD36 aux lysines 469 et 472 le rend sensible à la dégradation 

(Smi th et al. , 2008). 

1.11.4 Sites de liaison de CD36 

La partie extracellulaire de CD36 forme une boucle qui possède plusieurs domaines 

fo ncti onnels pour la liaison aux différents ligands et contient une poche hydrophobe 

entre les acides aminés 184-204 qui est probablement associée au feuillet externe de 

la membrane cellulaire (Collot-Teixeira et al. , 2007). D 'abord , le domaine locali sé 

entre les acides aminés 155-183 est impliqué dans la liaison des LDLox (Endemann 

et al., 1993), ainsi que des HDL, LDL et VLDL natives (Calvo et al. , 1998), des Col­

I et IV (Tandon et al. , 1989), des acides gras à longue chaîne (AGLC) (Abumrad et 

al., 1993), des produits temùnaux de glycation (AGEs), des cellules apoptotiques 

(Sav ill et al. , 1993), du growth hormone releasing peptide (GHRP), de l 'hexaréline 

(Bodart et al., 2002) et d ' un dérivé de la famille GH (EP80317) (De mers et al. , 



46 

2004). Un autre motif fonctionnel est appelé le domaine CLESH (séquence 

d' homologie CD36, LIMP-II, EMP, SR-BI) et est composé des résidus d 'acides 

aminés 93-120 et identifié comme un site de reconnaissance des TSP-1 et -2 et de 

cellules apoptotiques (Navazo et al. , 1996; Sipes et al., 1999) . Un dernier domaine 

d' intérêt, délimité par les acides aminés 146-164, permet la reconnaissance d 'une 

protéine exprimée spécifiquement à la surface des érythrocytes parasités par 

Plasmodium (Pl.) falciparum (Oquendo et al. , 1989). L'extrémité C-terminale de la 

queue cytoplasmique est impliquée dans 1 ' internalisation des bactéri es Gram­

positives (Stuart et al. , 2005). 

1.11.5 Distribution tissulaire de CD36 

CD36 est exprimé dans une variété de tissus et de cellules . Il a tout d 'abord été 

identifié à la surface des plaquettes humaines (Okumura et Jarnieson, 1976) puis sur 

les monocytes/macrophages (Talle et al., 1983). CD36 est également présent sur la 

surface des autres types de cellules sanguines et leucocytes, tels que les érythrocytes 

(van Schravendijk et al. , 1992), les lymphocytes B (Konig et al. , 1995), les cellules 

dendritiques (Juhlin, 1989) et les rnicroglies (Corad et al. , 2002; Husemann et al. , 

2002). CD36 est exprimé dans les tissus sujets à un flu x important d'acides gras 

libres et sur les cellules impliquées dans le métabolisme des lipides comme les 

adipocytes (Abumrad et al., 1993), les hépatocytes (Maeno et al. , 1994), les 

myocytes, les cardiomyocytes (Bodart et al. , 2002; de Oliveira Silva et al. , 2008; 

Steinbusch et al. , 2011 ), les entérocytes de l ' intestin grêle (Chen et al. , 2001), les 

cellules gustatives (Laugerette et al. , 2005), les pneumocytes (Guthmann et al. , 1999) 

et les cellules endothéliales (Knowles et al., 1984). Le récepteur est présent à la 

surface d'autres types cellulaires tels que l'épithélium pigmentaire rétinien (Ryeom et 

al. , 1996) et respiratoire (Atsuta et al. , 1997), les cellules des reins, du pancréas 

(Noushmehr et al. , 2005), de la rate (Zhang et al. , 2007), de l'estomac (Chen et al. , 
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2001), des gonades (Gillot et al. , 2005), des glandes surrénales (Zhang et al. , 2003), 

de la prostate (Vallbo et Damber, 2005) et du noyau ventromédian de hypothalamus 

(Le Foll et al. , 2009). On le retrouve exprimé dans les cultures primaires 

d 'ostéoblastes murins et humains, ainsi que le lignées ostéoblastiques murine 

(MC3T3-El ) et humaines (MG-63 et Sa0S2) (Carron et al. , 2000; Brodeur et al. , 

2008) . 

1.11.6 Ligands et fonctions biologiques de CD36 

Comme CD36 est un récepteur pour de multiples ligands dans plusieurs cellules et 

tissus, il est impliqué dans de nombreux aspects de la biologie. Le rôle spécifique de 

CD36 dépend grandement du ligand et du type de cellule dans laquelle il est exprimé. 

CD36 est présumé être un récepteur d'endocytose pour la plupart de ses ligands, à 

l'exception des AGLC. Les AGLC sont une source principale d 'énergie pour les 

cellules et peuvent diffuser passivement à travers la membrane plasmique. Toutefois, 

leur transfert est plus efficace par le moyen de FATPl à 6, de la protéine de li aison 

d 'acides gras (FABP) et de CD36. CD36 assure le transfert des acides gras dans les 

adipocytes, le cœur et les muscles squelettiques (Abumrad et al., 1993). TI est 

possible que pour une translocation des AGLC, CD36 seul ou conjointement avec la 

FABP cytoplasmique concentre les AGLC à la surface cellulaire pour favori ser leur 

diffu sion passive ou encore que CD36 interagit directement avec les AGLC afin de 

le tran porter activement à travers la membrane plasmique (Bonen et al. , 2002). 

Mis à part le transport des acides gras, CD36 situé sur les cellules gustatives e t 

impliqué dans la sensation du goût de gras dan 1 'alimentation (Laugerette et al. , 

2005). Par contre, pour une détection correcte, il est nécessaire que les triglycéride 

soient hydrolysés pour libérer les acide gras. Par la suite, les acides gras ainsi libérés 

se lient à CD36, ce qui provoque une augmentati on du calcium intracellulaire, une 
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libération de neurotransmetteurs, l'activation des neurones gustatifs dans le cerveau et 

une stimulation rapide de la sécrétion du jus pancréatique (El-Yassimi et al. , 2008). 

La détection de la grai se dans la cavité buccale par CD36 permet donc au ystème 

digestif de se préparer à la consommation du repas gras . Une diminution de 

l'expression de CD36 sur les cellules gustatives entraîne l 'absence de signaux de 

satiété aprè un repas gras et favorise le développement de l 'obésité chez les rats et 

les souris nourri s ad libitum (Schwartz et al. , 2008; Zhang et al. , 2011 ). 

CD36 est impliqué dans l'athéroscl érose, plus précisément en lien avec les dérivés 

des LDLox, les acides hydroxyoctadécadiénoïque (HODE) -9 et -13 et dans la 

formation des cellules spumeuses (Endemann et al. , 1993; Febbraio et al. , 2001 ). La 

captation et l ' internalisation des LDLox conduisent à de complexes changements au 

niveau de la transcription ce qui provoque la différenciation des monocytes en 

macrophages et la différenciation de ces derniers en cellules spumeuses (Endemann et 

al. , 1993). Ces changements incluent même une augmentation de l'express ion de ce 

récepteur via l'activation du récepteur nucléaire PPARy qui se lie à son élément de 

réponse spécifique sur le promoteur du gène CD36 (Tontonoz et al. , 1998). 

L 'expression augmentée de CD36 mène à une endocytose massive des LDLox et, par 

conséquent, à un développement accru en cellules spumeuses (Rahaman et al. , 2006). 

Le degré d'oxydation des LDLox influence le niveau d 'expression de CD36. Les 

LDL faiblement et moyennement oxydées entraînent la plus importante expression de 

CD36, tandis que les LDL fortement oxydées n'ont pas d 'effet sur l 'expression de 

CD36 (Kavanagh et al. , 2003). La délétion du gène Cd36 chez les souris déficientes 

en apoE soumises à une diète athérogène mène à une réduction significati ve de la 

taille des lésions aortiques. Cette réduction est associée à une diminution de 60% de 

l' internali sati on des LDLox par les macrophages (Febbraio et al. , 1999; Febbraio et 

al., 2000). 
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Le rôle de CD36 dans 1 'angiogenèse implique sa liaison avec la TSP-1. La TSP-1 est 

considérée comme une protéine multifonctionnelle en raison de sa capacité à se lier à 

au moins une douzaine de différents récepteurs (Bornstein , 1995). La TSP-1 a été 

d 'abord identifiée comme un inhibiteur endogène de l'angiogenèse tumorale en 

rendant les cellules endothéli a les insensible aux multiples timulateurs de 

vascularisation (Good et al. , 1990). Plus tard , 1 ' implicati on de CD36 dans Ja 

médiation du signal an ti -angiogénique de TSP-1 a été découverte (Jimenez et al. , 

2000). La liaison de TSP-1 avec CD36 induit une inhibition de la prolifération, de la 

migration cellulaire et de la formation de tubes capillaires menant à l' activation de 

l'apoptose des cellules endothé li a les (Dawson et al. , 1997; Jimenez et al. , 2000). Les 

études ont permis d ' identifier certains effecteurs apoptotiques telles que la Fyn 

kinase, la caspase-3 et des protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK) 

(Jimenez et al. , 2000) impliqués dans la cascade de transduction médiée par CD36. 

Donc, l' interaction de CD36 avec La TSP-1 agit comme un régulateur négatif de 

1 'angiogenèse, jouant ainsi un rôle important dans la croissance tumorale, 

l' inflammation, la réparation des blessures et auss t dans d 'autres processus 

pathologiques impliquant La néovascularisation . 

L' interaction de CD36 avec la TSP-1 est aussi associée à 1 ' hémostase et à 

1 'agrégation des plaquettes. CD36 est indirectement associé à la liaison des plaquettes 

au collagène de la paroi artérielle endommagée via sa liaison directe à la TSP-1 

(Legrand et al. , 199 1). Cette interacti on augmente l 'activation de l'agrégation des 

plaquettes et la stabilisation du thrombus déjà formé (Kuijpers et al., 2014). 

Normalement, les vaisseaux sangums sont absents sur la cornée ; cependant, une 

néovascularisation de la cornée peut se produü·e Lors du port prolongé de lentilles de 

contact, de l'inflammation, d' un traumati sme et ou de troubles de la vision . CD36 

contribue au maintien d' une avascularisation de La cornée en inhibant la 

néovascularisation. En effet, les souris déficientes en Cd36 expriment moins de TSP-
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1 et davantage de VEGF, ce qui conduit à 1 'activation de la néovasculari sation de la 

cornée (Mwaikambo et al., 2006). 

CD36 lie également la ~-amyloïde fibri ll aire et joue un rôle important dans 

l'initiation de la réponse inflammatoire lors de la maladie d'Alzheimer (Stewart et al., 

20 10). Ce récepteur est nécessaire à l'activation des macrophage et des cellule 

rnicrogliale par la ~-amyloïde et à la production par ces cellules d 'espèces réactives 

de l'oxygène (ROS), de TNF-a, de l 'IL-l~ et d 'autres chimiokines qui induisent la 

chirniotaxie (El Khoury et al., 2003). 

La phagocyta e est essentielle à 1 'élimination des cellules apoptotiq ues ou 

éne cente , des agents infectieux et des produits nocifs ou toxiques (Dhariwala et 

Anderson, 20 14; Savill et al., 1989). CD36 des macrophages et des cellules 

dendritiques intervient dans la phagocytose des cellules apoptotiques en reconnaissant 

la phosphatidylsérine (Sa v ill et al., 1993) et les composant des lipides oxydés 

(Greenberg et al., 2008) sur la surface membranaire. CD36 de l'épithélium 

pigmentaire rétinien est impliqué dans la phagocyta e des fragments du segment 

externe des bâtonnet ce qui e t indi pen ab le à la vision normale (Ryeom et al., 

1996). D participe aussi dans la phagocytose des érythrocytes infectés par Pl. 

falciparum. (Pate! et al., 2004). 

CD36 e t impliqué dans la reconnaissance de l'acide lipotéichoïque des bactéries 

Gram-positive et des lipopoly accharide (LPS) des bactérie Gram-négatives. À la 

suite de la liaison avec des composants de cellules bactérienne , CD36 forme un 

complexe avec 1 ' hétérodimère Toll like receptor-2 (TLR2)/TLR6, ce qui mène au 

déclenchement de la réponse immunitaire et à la écrétion de cytokine (Stuart et al., 

2005). Lor que les érythrocytes sont infectés par Pl. falciparum., il s expriment à leur 

surface une protéine d 'adhésion Pl. falciparum. erythrocyte membrane protein 1 

(PfEMPl) qui lie CD36 des cellule endothéli ales (Baruch et al., 1997). Les 

l 
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érythrocytes infectés s'adhèrent alors pl us facilement à la paroi vasculaire et 

contribuent au développement de 1 ' hémolyse des globules rouges et de 1 ' anémie 

sévère (Oquendo et al., 1989). 

1.11.7 Voies de signalisation activées par les ligands de CD36 

Bien qu ' il reste beaucoup de détails inconnus sur le mécanisme d 'action de CD36, 

certaines vo ies de signalisation impliquant des ligands spécifique ont été étudiées. 

Un point commun de la signalisation de CD36 dans les plaquettes, les macrophages, 

les cellules endothéliales micro-va culaires, les cellules microgliales et les cellules 

gustatives est 1 ' interaction de la queue C-terminale avec les SRC kinases FYN, LYN 

et YES , et les sérine/thréonine kinases de la famille MAPK (El-Yassimi et al. , 2008; 

Jimenez et al. , 2000; Moore et al. , 2002; Rahaman et al. , 2006). Cette interaction est 

importante pour 1 'apoptose, la migration cellulaire, 1 'inflarrunation et la formation de 

cellules spumeuse . 

Une liaison de CD36 des cellules endothéliales au TSP-1 entraîne une association 

avec FYN et sa pho phorylation, ce qui à son tour mène à la phosphorylation de la 

p38 MAPK, de c-Jun N- terminal kinase (JNK) et de la caspase-3 (Jimenez et al. , 

2000). Par la suite, il y a induction des ligands de FAS et du TNF-a, ce qui induit 

l 'apoptose et l' inhibition de l'angiogenèse (Rege et al. , 2009; Volpert et al. , 2002). 

L' acti vation de CD36 dan les macrophages par les LDLox est assurée par la SRC 

kinase L YN et les MAPK JNK et p38. ll a été démontré que CD36 forme un 

complexe avec les kinases LYN et MEKK2 et que l'activation de JNK par CD36 est 

nécessaire pour le transport des LDLox et la formation des cellules spumeuses 

(Rahaman et al. , 2006). Les protéines de la famille Vav sont les substrats pour FYN 

et L YN et ont considérées comme un autre facteur essentiel à la formation de 

-



52 

cellules spumeuses (Rahaman et al. , 2011 ). Les partenaire de voies de signalisation 

des MAPK et des SRC incluent les molécules d'adhésion focale, y compris les 

tyrosines kinases PyK 2 et une kinase d 'adhésion focale (FAK). Par exemple, 

1 ' internalisation des LDLox mène à l 'acti vation des SRC kinases qui à leur tour 

interagissent directement avec la FAK qui subit la phosphorylation et 1 'activation 

prolongée (Park et al. , 2009b). Cette activation, de concert avec la génération des 

ROS, renforce la polyméri sation de l 'actine, augmente l' expansion cellulaire et inhibe 

la migration des macrophages qui se retrouvent alors prisonniers de la plaque 

d 'athérome. Comme mentionné précédemment, la stimulation de PPARy par les 

composants des LDLox augmente 1 'expression de CD36 en induisant la formation 

d 'une boucle d 'autorégulation positi ve. Cette activation est stimulée par plusieurs 

kinase telles que les AKT, la protein kinase C (PKC) et p38 qui ont un effet direct 

sur le PPARy (Feng, 2000; Munteanu et al. , 2006). De plus, l'activation de la PKC 

suite à l' interaction LDLox-CD36 va également activer le facteur nucléaire kappa B 

(NF-KB) (Lipsky et al., 1997) qui déclenche la production de cytokines 

inflammatoires (Janabi et al. , 2000) comme les TNF-a/~ , l ' IL- l~ , l' IL-6 et les 

interférons ~ et y, ce qui augmente l' inflammation locale de la plaque 

athérosclérotiq ue. 

La liaison de 1 'acide linoléique à CD36 des cellules gustatives induit la 

phosphorylation des SRC kinases FYN et YES (El-Yassimi et al., 2008). Cette 

activation mène à une augmentation de calcium intracellulaire et à la sécrétion de 

neurotransmetteurs, de la 5-hydroxytryptamine et de la noradrénaline. 

L' induction de la réponse pro-inflammatoire par les bactéries ou les érythrocytes 

parasités par Pl. fa lciparum demande une hétérodimérisation de CD36 avec le TLR 2, 

4 ou 6 et 1 'acti vation de la voie de signalisation MyD88/IRAK4 menant à la 

stimulation de NF-KB et à la production de cytokines (Erdman et al., 2009; Stuart et 

al. , 2005). 
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La ~-amyloïde lie un complexe fo rmé par le récepteur CD36 et 1 ' intégrine ~2 à la 

surface des rnicroglies et initie une cascade de signalisation qui implique les kinases 

de la famille SRC telles que L YN et FYN, et MAPK p44/42, menant aux effets 

inflammatoires (Moore et al. , 2002). La migration des microglies vers la plaque et la 

régulation de la réorgani sation microgliale dépendent de 1 'acti vation de p 130Cas, de 

Pyk2 et de paxilline (Stuart et al. , 2007). Un autre mécanisme d'action de CD36 dans 

la pathogenèse de la maladie d 'Alzheimer implique 1 ' inhibition de la voie de 

signalisation de 1 'oxyde nitrique (NO) via son interaction avec la ~-amyloïde. Cette 

interaction provoque une diminution de la production de la guanylate cyclase soluble 

et de la guanosine monophosphate cyclique et mène à l 'abolition de l'effet 

neuroprotecteur du NO (Miller et al. , 201 0). 

1.11.8 Régulation de l'expression de CD36 

La régulati on de l'express ion de CD36 a largement été étudiée dans les 

monocytes/macrophage , les adipocytes, les muscles et quelques autres types 

cellulaires . Elle est complexe et implique des divers médiateur olubles, des 

molécules d 'adhérence de la surface cellulaire et des récepteurs nucléai res, dont le 

principal est le PPARy (Huh et al., 1995; Tontonoz et al. , 1998; Yesner et al. , 1996). 

La distribution tissul aire et cellulaire de CD36, ainsi que le stade de maturation de la 

cellule, suggèrent une régulation au niveau transcriptionnel, post- transcriptionnel et 

traductionnel (Huh et al. , 1996; Nicholson et al. , 2000; Prieto et al. , 1994; Tontonoz 

et Nagy, 1999) . Le récepteur nucléaire PPARy régule le programme de 

différenciation des adipocytes et est bien connu comme un régulateur transcriptionnel 

de CD36 (Teboul et al. , 2001). L 'activation de PPARy par les glitazones dans le tissu 

adipeux de souris est capable d 'augmenter l'expres ion de CD36 (Sato et al., 2002). 

L 'activation directe du PPARy sur les monocytes/macrophages humains par les 9- et 



54 

13-HODE augmente le niveau de transcription de CD36 (Tontonoz et al. , 1998). 

L' IL-4 écrétée par les lymphocytes-T acti ve des 12/15-lipoxygénases qui génèrent la 

synthèse de 13-HODE et de l 'acide 15-hydroxyéicosatétraénoïque à partir des acides 

linoléique et arachidonique respectivement (Huang et al. , 1999) . Cette acti vation 

fournit des ligands au PPARy et induit l'expression de CD36 par le biais d ' une PKC 

(Feng et al. , 2üüü). Certains ligands tels que les facteurs de croissance TGF-~ 1 et 

TGF-~2 inhibent 1 'expression de CD36, agissant comme les répresseurs 

transcriptionnels du gène PPARy suite à sa phosphorylation par une MAPK (Han et 

al. , 2üüü). D 'autres cytokines telles que l'IFN-y et l ' IL-lü ont aus i un effet sur 

l'expression de CD36. Dans les monocytes, l ' IFN-y diminue l 'expression de CD36 

(Nakagawa et al. , 1998), tandis que l' IL-lü augmente son expression et celle 

d'ABCA l (Han et al. , 2üü9). Tel que mentionné précédemment l 'ABCAl joue un 

rôle clé dans le métabolisme des HDL et du transport inverse du cholestérol. 

D 'autres récepteurs nucléaires sont également capables de contrôler l 'expression de 

CD36. L 'activation de récepteur X de rétinoïdes (RXR) augmente 1 'expression de 

CD36 en absence ou lors de l' inhibition de PPARy (Han et Sidell , 2üü2; Moore et al. , 

2üül ). Le RXR régule (après l' hétérodimérisation avec le liver X receptor) 

l'express ion de gènes impliqués dans la synthèse, le transport et l' efflux de 

cholestérol (Souidi et al. , 2üü4) . Un autre élément, le PPARa, tel que mentionné 

précédemment, semble également réguler positivement 1 'expression de CD36. 

L 'exposition de macrophages humains aux hydroperoxydes d 'esters de cholestérol de 

LDL moyennement oxydées augmente la liaison de PPARa au promoteur proximal 

du gène CD36 (Jedidi et al. , 2üü6). L' hyperglycémie induit l ' oxydation de LDL, ce 

qui contribue au stress oxydatif et au dysfonctionnement des cellules endothéliales 

microvasculaires, ce qui rend les patients di abétiques susceptible de développer de 

1 'athérosclérose. Le glucose élevé augmente la transcription du gène CD36 dans les 

cellules endothéliales (Griffin et al. , 2üül ) et les monocytes (Sampson et al., 2üü3) 

de patients diabétiques. Chez les rats diabétiques, l 'expression de CD36 est 

augmentée dans de nombreux organe , y compris le tissu adipeux, l' intestin et le 



55 

cœur (Chen et al. , 2006). Les AGLC ont également un effet sur l'expression de 

CD36. Il s sont capables d ' indui re l'expression de CD36 dans les pré-adipocytes en 

réd ui sant son express ion dans les cellules différenciées (Sfeir et al. , 1997; Yang et al. , 

2007) . 

Dans le muscle squelettique, une façon principale de contrôler le niveau d 'express ion 

de CD36 est la régul ation de son mouvement des compartiments intracellulaires vers 

la membrane plasmique (Huh et al. , 1996; Luiken et al. , 2003; Muller et al. , 2002). 

Ce type de régulation se produit en réponse à une contraction musculaire et à 

1 'augmentation du transport des acides gras ou suite à la stimulation par 1 ' insuline 

(Ibrahimi et al. , 1999; Jeppesen et al. , 2011 ; Luiken et al. , 2003; Luiken et al. , 2002). 

Un apport élevé en glucose mène aussi à une augmentation de la transcription du 

gène CD36 et du métabolisme oxydatif des acides gras dans les cellules endothéliales 

et les cardiomyocyte humains (Farhangkhoee et al. , 2005). 

1.11.9 Déficience en CD36 

Tel que déjà décrit, il existe deux types de déficience en CD36 chez 1 ' humain: le type 

1, dans lequel ni les plaquettes, ni les monocytes/macrophages n 'expriment CD36 et 

le type II caractérisé par une déficience seulement au niveau des plaquettes 

(Kashi wagi et al., 1995 ; Kashiwagi et al. , 1994). Entre 2 et 3 % des populations 

japonaise, thaïe et africaine présentent une déficience en CD36 contre moins de 0,3% 

pour les descendants européens et américains (Ikeda et al. , 1989; Yamamoto et al. , 

1990). Le type II est prédominant dans la population afro-américaine et asiatique (3 à 

4% de chaque population) et est extrêmement rare chez les caucasiens (Yamamoto et 

al. , 1994). Une diminution de la capture des AGLC par le cœur a été observée chez 

les pati ents atteints de déficience en CD36 de type 1 (Tanaka et aL, 2001 ; Tanaka et 

al., 1997). Comme le métabolisme des acides gras au ni veau cardiaque est le ystème 
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maJeur de producti on d 'énergie en condi tion aérobique, une déficience en CD36 

pourrait être reliée à la pa tho genèse de cardiomyopathies (Kushiro et al. , 2005 ; 

Tanaka et al. , 1997). Dans l'étude de l'équipe de Hirano (Hirano et al., 2003), la 

déficience en CD36 a été associée à certaines caractéristiques du « yndrome 

métabolique», telle que l'augmentation du taux de triglycérides et de glucose, une 

diminution de HDL-cholestérol et de 1 ' hypertension. Les patient avec la déficience 

en CD36 semblent avoir plus des maladies athérosclérotiques graves (Yuasa-Kawase 

et al. , 2011 ). Par aill eurs, la liaison et la fonction d 'adhés ion des plaquettes 

déficientes en CD36 (déficience de type Il) demeurent normales (Imai et al., 2002). TI 

n'y pas de donnée concernant 1 'état du tissu osseux chez les personnes déficients en 

CD36. Une seule étude de 1 'express ion des gènes cibles de 7 femmes souffrant 

d 'o téoporo e due à de l'ostéarthrite primaire démontre une augmentation de CD36 

dans le tissu osseux (Balla et al., 2008). 

Pour étudier le rôle de CD36 in vivo, un modèle de souris Cd36KO a été créé 

(Febbraio et al., 1999). Ce modèle a été créé dans l' optique de révéler l ' implication 

de CD36 dans la biologie des monocyte /macrophages, 1 ' bornéo tasie des lipides et 

surtout dans la pathogenèse de 1 'athérosclérose. Les souris Cd36KO ont un 

métabolisme des lipoprotéines et des acides gras modifié tels que révélée par une 

augmentation du niveau des triglycérides et acides gras libres dans la circulation 

(Febbraio et al., 1999), ainsi qu ' une diminution de la captati on des acides gra dans 

le muscle et une augmentation de leur internalisation dans le fo ie (Goudriaan et al. , 

2003). Le soun doublement déficiente en Cd36 et en apoE présentent une 

diminuti on de 76% des lésions aortique , de la captation de LDLox par les 

macrophage et de la formati on de cellules spumeuses par rapport aux souris 

uniquement déficientes en apoE (Febbraio et al., 2000). L 'absence de CD36 protège 

de manière signi ficative les souri apoEKO contre l'agrégati on excessive des 

plaquette et la fo rmation de thrombi (Podrez et al. , 2007). De plus, les souris 

Cd36KO ont un nombre réduit de microparticules endothéli ales incorporées dans le 
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thrombi et un plu long temps d ' occlusion thrombotique de vai seaux (Ghosh et al., 

2008). CD36 e t aussi lié au métaboli me énergétique (Cobum et al., 2000; Hajri et 

al. , 2007). Les souri Cd36KO con omment moins de nourriture et leur taux 

métabolique est plus faible que celui des souris WT (Hajri et al., 2007). De plus, elles 

utili sent davantage le glucose pour la production d 'énergie et en conséquence elles 

sont hypoglycémiques (Febbraio et al. , 1999 ; Goudriaan et al. , 2003). Les voie 

catabolique et anabolique sont reliées par les métabolite du métabolisme 

intermédiaire tels que le pyruvate, le nicotinamide adénine dinucléotide H (NADH) 

ou encore l'acétyl-coenzyme A (CoA). L'activité de l'acétyi-CoA synthétase dans les 

muscles, le cœur, le foie et le tissu adipeux des souris Cd36KO n 'est pas affectée 

(Cobum et al., 2000). Les souri s Cd36KO présentent une diminution du poid 

corporel, accompagnée d ' une réducti on de la mas e de ti u adipeux et d ' une 

diminution du nombre et du volume de adipocytes (Vroegrijk et al. , 2013). Il n ' y pas 

de données concernant Je niveau d 'activité physique des souris Cd36KO. 

1.12 Problématiques, hypothèse et objectifs 

Une perte de la partie minérale du ti ssu osseux mène à la fragili sa ti on des os et au 

développement de 1 ' ostéoporose qui n'a habituellement pas de symptômes et qui se 

manifeste souvent par 1 'apparition de fractures (Lane, 2006). Les fracture liées à 

l'ostéoporose constituent un problème majeur considérant un nombre important de 

personnes qui souffrent d ' une invalidité permanente et l'augmentation non 

négligeable du taux de morbidité/mortalité après une fracture. Grâce aux découvertes 

sur les mécani mes moléculaires impliqués dans le processus de la perte de masse 

osseu e, un nombre croissant de po ibilités thérapeutiques ont disponibles 

actuellement (Montagnani, 2014). Malgré l'ajout de nouveaux agents, Santé Canada 

prévoit une hausse marquée des coûts liés au traitement des fractures ostéoporotiques 

au cour des prochaines années . Les travaux visant à mieux comprendre le 



58 

métabolisme os eux ont toujours nécessaires afin de découvrir de nou velles cibles et 

de développer de nouveaux agent thérapeutiques. 

Récemment, la présence des récepteurs de la famille SR-B et, entre autres, de CD36 

sur les cellules osseuses et l' implicati on de SR-B dans la captation sélecti ve des EC et 

de l'œstrogène par les ostéoblastes ont été démontrées (Brodeur et al. , 2008). Cette 

découverte ouvre une nouvelle piste d 'étude du métaboli me o eux. 

CD36 est grandement impliqué dans di vers processus physiologiques ainsi que dans 

certain état pathologiques, tell es que 1 'athérosclérose, la thrombose et 

1 ' inflammation . En p lus, le rôle spécifique de CD36 dans la panoplie de tissus et de 

cellules est amplement élucidé (Sil verstein , 2009; Silverstein et Febbraio, 2009) . 

Étant donné la capacité de CD36 d ' intervenir dans le métaboli sme des lipides et 

1 ' implication de ces dernier dan la pathophysiologie de 1 'ostéopénie et de 

1 'ostéoporose, nou nous sommes intéressés au rôle de ce récepteur dans le ti su 

osseux et plus particulièrement dans la biologie des o téoblas tes, les cellules 

primordiales pour la formati on osseu e. Dans ce contexte, l ' utilisation du modèle de 

souris déficientes globalement en CD36 offre un moyen pertinent afin de mieux 

comprendre le rôle de CD36 dans le métabolisme osseux. 

En considérant la présence de CD36 sur le cellules ostéobla tiques, nous avons émi 

1 ' hypothèse que ce récepteur pourrait avoir un rôle dans le métaboli sme osseux. En 

particulier, nous pensions que ce rôle pourrait être en lien avec la formation du tissu 

osseux, possiblement dans la biologie des ostéoblastes et de leur précur eurs. Étant 

donné le ni veau élevé de lipides chez les souris Cd36KO, ainsi que l' hyperlipidémie 

chez les pati ents souffrants de maladies ostéopéruques, on s'attendait à ce que le 

ouris Cd36KO aient un phénotype de fa ible masse osseuse qui pourrait être dû à 

l'altération de l'ostéoformati on par le o téoblastes. On a donc voulu caractéri er le 

phénotype osseux de souri s Cd36KO, décrire le comportement in vitro des CSM 
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déri vée de ces souris ainsi qu 'explorer les fac teur associés à 1 'ostéogenèse. Ainsi, le 

but principal de ce projet est de déterminer le rôle de CD36 au niveau des fo nctions 

des ostéoblastes dans le processus du remodelage osseux. 

Ce projet de recherche a été entrepris selon les trois objectif spécifiques suivants : 

1) étudier les particularités de la microarchitecture osseuse chez les souris Cd36KO et 

les marqueurs sanguins du métabolisme osseux. 

2) déterminer le rôle de CD36 dans la physiologie des ostéoblastes au ni veau de leur 

matu ration, leur prolifération et leur survie, en étudiant les fac teurs qui influencent le 

métabolisme osseux et l'expression des gènes ostéoblastiques dans les CSM de souri s 

Cd36KO. 

3) déterminer 1 'effet d 'une déficience en CD36 sur le potentiel de différenciation des 

CSMs et sur la voie de signalisation Wnt. 

1.13 Approche expérimentale 

Tous les travaux expérimentaux réalisés dans le cadre de la thèse ont été effectués en 

utilisant deux souches de souris, les souri de type sauvage (WT) et les souris 

Cd36KO. 

Pour étudier la microarchitecture osseuse, une technique de micro tomographie (!lCT) 

et des analyses d 'histologie du tissu osseux ont été utilisées, et les niveaux des 

marqueurs sanguins du métabolisme osseux ont été mesuré par des essais immuno­

enzymatiques (ELISA). 
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Afin de comprendre l' influence de l'absence de CD36 sur la physiologie des 

ostéobla te , des mesures de prolifé ration, d 'apoptose, ainsi que de marqueur 

phénotypiques ont été faites par cytoflu orescence. De même l 'express ion de gènes 

impliqué dans le métabolisme osseux a été etudiée par amplifica tion par réaction de 

polyméri sation en chaine (RT-PCR). Le rôle de CD36 dans la biologie des CSM et 

dans la voie de signalisation Wnt a été étudié par des méthodes de biologie cellulaire 

(prolifération, apoptose) et moléculaires (RT-PCR). 

Les analyses statistiques des données expérimentales, expri mées selon les moyennes 

± écarts-moyens, ont été faites avec le logiciel GraphPad PrismS et les comparaisons 

entre deux groupe de donnée ont été réalisées avec le test-t de Student. Une valeur 

de P<O ,OS fut con idérée comme significative. 
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2.1 Avant-propos 

Les objectif principaux de ce chapitre sont : 1) évaluer le phénotype de tissu osseux 

et 2) caractéri ser les fo nctions des ostéoblaste chez les souri s déficientes en Cd36. 

De nombreux travaux ont montré le rôle de CD36 dans de multiples cellule et tis us 

mais jusqu 'à présent, il n'y avait aucune étude qui porte sur l' importance de CD36 

dans le tissu osseux. 

Dans le tissu osseux , nous avons étudié 1 ' incidence de 1 ' abl ation de Cd36 sur les 

paramètres de micro architecture des vertèbres et de la partie trabéculaire et corticale 

des fémur et des tibias. Nous avons également évalué les paramètres 

d 'histomorphométrie de l'os et les ni veaux de marqueurs sanguins du métabolisme 

osseux. Le étude in vitro nous ont permis de caractéri ser le comportement des CSM 

dérivées de la moelle osseuse de souris Cd36KO ainsi que l'expression de certains 

gènes impliqués dans le métabolisme osseux. 

Ces travaux ont été réali sés sur le ouris WT et Cd36KO. Les souri s Cd36KO ont 

déjà été utili sées pour caractériser le rôle de CD36 dans diver proce u biologique , 

ce qui en font un très bon modèle d'étude pour le métaboli me os eux. 

J' ai été impliquée dans toutes les facette de ces travaux. Corine Martineau et moi 

même avons participé aux expériences qui ont permis d 'évaluer les paramètres de 

micro architecture de fémur et de tibia et d ' hi stomorphométri e. Jaime Sanchez­

Dru-don et moi-même avons réali é les expéri ences de cytométrie en flu x. Loui se 

Martin-Fal trault a été responsable de la gestion des colonie de souri . Avec la 

participation de la Dre Loui se Brissette et du Dr Robert Moreau j 'ai élaboré le 

figures, analysé le résultats et rédigé le manuscrit. 
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2.2 Résumé 

Le ti su o eux e t en perpétuel renouvellement et le maintien de la masse osseuse 

dépend de 1 'équilibre entre les processus de ré orption et de fo rmati on. Nous avons 

rapporté 1 'ex pres ion des SR-BI, SR-BII et de CD36 dans les o téobla tes mais leurs 

rôles physiologiques dans le métabolisme o seux demeurent inconnu . Afin 

d 'élucider le rôle de CD36 dans le métabolisme osseux, nou avons déterminé le 

phénotype osseux de souris Cd36KO et caractérisé les fonctions cellulaires des 

ostéoblastes Cd36KO. Le poids des souris Cd36KO était signi ficati vement plus faible 

que celui des souri WT, mais aucune di ffé rence significative n'a été retrouvée dans 

la longueur de fé mur et des tibias entre le ouris WT et Cd36KO. L'analyse micro­

tomographique de 1 'architecture osseuse a révélé une fa ible ma e o eu e chez les 

souris Cd36KO des deux genres . L ' analyse de la parti e trabéculaire du fémur de 

souri s Cd36KO âgée de 1 à 6 mois a montré une diminution du volume osseux, une 

augmentation de la séparation trabéculaire et une réduction du nombre de trabécules 

par rapport aux souris WT; des modification imilaires ont été remarquées pour les 

vertèbres lombaires. Les niveaux plasmatique d 'OCN et de PINP, deux marq ueurs 

de la formation osseuse, étaient significativement plu faible chez les souris 

Cd36KO que chez les souris WT, alor que les niveaux plasmatiques des marqueurs 

de la ré orption ossen e étaient similaires . En accord avec ces résultats, l'étude 

histologique des tissus osseux a révélé une diminution du périmètre de surface 

couvert par les o téoblastes et une réduction du taux de fo rmation osseuse. La 

caractéri sati on in vitro des cellules stromales et des ostéoblastes déri vé de la moelle 

osseuse de souri Cd36KO a montré une réduction de la prolifération des cellules en 

cultu re et de leur survie, ainsi qu ' une diminution de 1 'ex pre sion génique de Runx2, 

d'Osx, de la Bsp et d' Den. Nos résultats indiquent l ' importance de CD36 dans le 

métaboli sme o eux et dan les fonctions des o téobla te afin d 'assurer une 

formation osseuse adéquate. 
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2.3 Abstract 

Bone tissue is continuou ly remodeled by bone cells and mai ntenance of its mass 

relie on the balance between the processe of resorption and formation. We have 

reported the expre ion of numerou cavenger receptors, namely cavenger receptor 

(SR) class B type I and II (SR-BI and SR-BIT), and CD36, 111 bone-forrning 

osteobla t but their physiological roles in bone metaboli sm are till unk nown. To 

unravel the role of CD36 in bone meta bol ism, we determined the bone phenotype of 

Cd36 knockout (Cd36KO) mice and characterized the cell functions of osteoblasts 

lacki ng Cd36. Weight of Cd36KO mice were significantly lower than corresponding 

wild-type (WT) mice, yet no significant difference was found in femoral nor tibial 

length between Cd36KO and WT nuee. Analysis of bone architecture by micro­

computed tomography revealed a low bone mass phenotype in Cd36KO mice of both 

genders. Femoral trabecular bone from l to 6 month-old Cd36KO mice showed lower 

bone volume, higher trabecular eparation and reduced trabeculae number compared 

to WT mice; similar alteration were noticed fo r lumbar vertebrae. Pla ma levels of 

osteocalcin (OCN) and N-terminal propeptide of type I procollagen (PINP), two 

known marker of bone formation, were significantly lower in Cd36KO mice than in 

WT mice, whereas plasma levels of bone resorption markers were similar. 

Accordingly, hi tology highlighted lower o teoblast perimeter and reduced bone 

formation rate. In vitro functional characterization of bone marrow tromal cells and 

o teoblasts isolated from Cd36KO mice showed reduced cell culture expansion and 

urvival, lower gene expression of osteoblastic Runt-related tran cription factor 2 

(Runx2) and osterix (Osx), as well a bone sialoprotein (Bsp) and osteocalcin (Ocn). 

Our results indicate that CD36 is mandatory fo r adequate bone metaboli m, playing a 

role in osteoblast functions ensuring adequate bone formati on. 
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2.4 Introduction 

Bone is a dynamic ti ssue that undergoes continuai rernodeling through the 

coordinated processes of bone resorption and formation . The equilibrium of both 

processes ensures the preservation of skeleton structural integrity and mineral 

homeostasis of the organism (Eriksen, 201 0). Osteoclasts and osteoblasts are 

pecialized cells which respectively break down old bone ti ssue and promote the 

formation of a novel bone matt·ix. Osteobl asts derive from bone marrow 

mesenchymal precursor cells that sequenti all y differentiate into proliferating 

preosteoblasts, bone matrix-producing osteoblasts, and eventually into osteocytes 

embedded in the bone matrix under the contt·oi of specifie transcription factors (Lian 

et al., 2006). Differentiated osteoblasts synthe ize and secrete type I collagen (COL­

I), the main bone matrix protein, and also regulate bone rnineralization by expressing 

alkaline phosphatase (ALP) and osteocalcin (OCN). In addition, these cells 

continuously orche trate bone remodeling by regulating the activation and 

differentiation of cells from the monocyte/macrophage lineage into osteocla ts 

(Eriksen, 20 10), required for the resorption process. Any imbalance between the 

functio ns of resorptive and formative cell populations that leads to excessive bone 

resorption or inadequate fonnation response results in lo s of bone density, lower 

bone mass and increased risk of bone fractures (Raisz, 2005) which are the main 

diagnostic criteria of osteoporosis (WHO, 1994). 

Severa! etiologie factors have been identified for the development of osteoporosis 

such as hormonal state particularly low oestrogen leve! and hyperparathyroidism, 

exposure to certain medications (such as glucocorticoids), calcium deficiency due to 

low dietary calcium intake or impaired intestinal absorption as weil as vitarnin D 

deficiency, compromised antioxidant conditions, hematologie disorders, 

gastrointestinal and metabolic diseases (Lane, 2006; Rai sz, 2005; Shen et al., 2009). 

A number of recent clinical and experimental studie have linked disorder of the 

lipoprotein metabolism and atherosclerosis with the development of osteoporosis 
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(Bank et al., 1994; Hjortnae , 201 0) suggesting th at beth pathologies share 

contributory factors. Comprehension of the lipoprotein metabolism has beneficiated 

from the study of lipoprotein receptors such as SR superfamily and specifically SR 

class A (SRA), and class B (SR-BI and CD36) (Silverstein et Febbraio, 2009). We 

have recently reported the expression of SR-BI, SR-BIT, and CD36 in osteoblasts 

(Brodeur et al., 2008), however their physiological roles in bone metabolism are still 

unknown. 

CD36 is an integral membrane glycoprotein and its expression has been demonstrated 

in platelets, monocytes/macrophages, megakaryocytes, microvascular endothelial 

cells, adipocytes, hepatocytes, cardiac and skeletal myocytes, and bone cells (Brodeur 

et al ., 2008; Carron et al., 2000; Silverstein et Febbraio, 2009). CD36 bind a variety 

of extracellular ligands and thus, this receptor ha been implicated in a bread range of 

biological function . In endothelial cells, CD36 has been implicated in angiostatic 

response and apoptosis through binding of thrombospondin-I (Jimenez et al., 2000). 

CD36 has been involved in innate and adaptive immunity due to its ability to 

recognize lipid and lipoprotein components of bacterial cell wall such as lipoteichoic 

acid and lipopolysaccharides (Baranova, 2008). CD36 has been associated with 

adherence to microvascular endothelial cells and phagocytosis of Plasmodium 

falciparum-parasitized erythrocytes by macrophages (McGilvray et al., 2000). In 

relation to lipid and lipoprotein metabolism, CD36 promotes long-chain fatty acid 

transport and intracellular lipid accumulation (AbUJmad et al., 1993). Moreover, low 

density lipoproteins (LDL) when oxidized (oxLDL) enhance CD36 expression in 

macrophages which leads to endocytosis of oxLDL, formation of choie terol loaded 

foam cells and initiation of atherosclerotic lesions (Febbraio et al., 200 1). 

Additionally, CD36-mediated oxLDL binding by macrophages induces the 

production of inflammatory cytokines, which generates local inflammation in 

atherosclerotic plaque (Silverstein et Febbraio, 2009). Moreover, atherosclerotic 

lesions in Cd36 deficient (KO) mice are reduced when compared to apolipoprotein 
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E/Cd36 double KO, associating proatherogenic properties to CD36 (Febbraio et al. , 

2000). Furthermore, plasma levels of cholesterol, free fatty acid and triacylglycerol 

(Febbraio et al. , 1999) increase in Cd36KO mice and such dysfunctions of lipid 

metabolism have been associated to impaired lipid uptake and decreased lipolysis 

(Cobum et al., 2000; Goudriaan et al. , 2005). CD36 has been implicated in platelet 

aggregation and thrombus formation in dyslipidemic state (Chen et al., 2008; Ghosh 

et al., 2008; Podrez et al., 2007), as Cd36KO mice show reduction of thrombotic 

vessels occlusion and aggregation of platelets in hyperlipidernic state (Podrez et al., 

2007). A recent study using Cd36KO mice demonstrated the involvement of CD36 in 

the antiangiogenic response related to the pathophysiology of choroidal involution 

and corneal neovascularisation (Ha ussier, 2008; Mwaikambo, 2008). Cornea of 

Cd36KO mice showed increased age-dependent neovascularisation with subsequent 

enhancement of infla mmation and expression of angiogenic factor (Mwaikambo, 

2008). In contrast, choroid of Cd36KO mice was characterized by increased avascular 

area with severe thinning of choroid and dimini shed expression of angiogenic fac tors 

(Haussier, 2008). 

Given the implication of CD36 in a broad range of physiological functions and its 

expression by osteoblasts, the current study was undertaken to unravel the role of 

CD36 in bone metabolism by determining the bone phenotype of Cd36KO mice and 

characterizing the cell functions of osteoblasts lacking CD36. 

2.5 Materials and methods 

2.5.1 Animais 

Cd36KO mice were obtained from Dr Maria Febbraio (Cleveland, OH, USA) and 

were backcrossed at !east 7 times to wild-type (WT) C57BLI6J mice purchased from 

Charles Ri ver (Boston, MA, USA). One to 6 month-old mice were used and the 
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animais were provided with a standard mouse chow diet and drinking water. Cd36 

genotyping was done by PCR as described previously (Luangrath et al., 2008) using 

spec ifie pnmers for the targeted allele (5'-

CAGCTCATACATTGCTGTTTATGCATG and 3'-

CGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATC). This study was conducted according to 

protocols approved by the Animal Care and Use Committee of Université du Québec 

à Montréal. 

2.5.2 Plasma analysis 

Blood was collected into heparin collection tubes (68 USP, BD Bioscience) by 

cardiac puncture of anaesthetised nlice, prior to theil· euthanasia. Blood was 

centrifuged for 30 nlin at 2000g and 4 °C, and plasma was recovered and stored at -

80°C until analysis. Plasma levels of glucose, calcium, phosphate and ALP activity 

were deternlined using QuantiChrom Assay Kits (BioAssay System, Hayward , CA, 

USA). Plasma concentrations of total cholesterol, high density lipoprotein (HDL)­

and LDL-cholesterol were measured using EnzyChrom AF HDL and LDL/VLDL 

Assay Kit (BioAssay System) according to the manufacturer 's instructions. Plasma 

levels of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) isoform Sb , N-temlinal 

propeptide of type I procollagen (PINP) and C-terminal telopeptide of Col-I (CTX) 

were measured by ElA assays (IDS Inc, Fountain Hills, AZ, USA). OCN detection in 

plasma was done using a mouse ElA kit (Biomedical Technologies lnc, Stoughton, 

MA, USA) according to the manufacturer's instructions. 

2.5.3 Documentation of bone architecture 

MicroCT analyses were performed using a Skyscan 1172c X-ray computed 

nlicrotomograph (Skyscan, Kontich, Belgium) equipped with an X-ray tube working 
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at 70 kV/100 ~-tA. Below the epiphy ea l growth plate to end of metaphysis of femura 

and whole lumbar vertebrae (L5) of WT and Cd36KO nuee were canned at a 5~-tm 

resolution , a 180° rotation with a 0.5° rotation increment and a 0.5mrn alumi num 

filter. A tack of 2D X-ray shadow projections was reconstructed to obtain cross­

sectional images u ing NRecon software (Sky can), and subjected to morphometric 

analyse using CTAn software (Skyscan). Trabecular parameters were measured at 

the metaphysis (a total of 300 li ces were selected) and cortical parameters were 

determjned at the femoral diaphysis (a total of 100 slices were selected), and 200 

slices were chosen either side of the IA- L5 vertebrae. The three dimensional 

morphometric parameters of bone microarchitecture were calculated using CTAn. 

(Skyscan) oftware. The parameter measured included bone volume fraction (bone 

volume/total volume (BV/TV)), trabecular thickness (Tb.Th), number (Tb.N), and 

separation (Tb.Sp) for trabecular bone and vertebrae, and BV, cortical thlckness 

(C01·t.Th), endocortical perimeter (Ec.Pm) and periosteal perimeter (Ps.Pm) for 

cortical bone. Three-D renderings were generated from these vo lumes of interest 

using CTvol oftware (Skyscan). 

2.5.4 Bone histochemistry 

Twenty mg of calcein (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) per kg body 

weight were injected intraperitoneally to 4-week-old n1ice on days 9 and 2 prior to 

euthanasia (day 0). The femura were dissected free of soft tissue, fixed for 16 h in 4% 

paraformaldehyde at 4° C and rin ed in phosphate buffer saline (PBS; 1 mM CaCh, 

2.7 mM KCI , 1.4 mM KH2P04, 0.8 mM MgCh.6H20 , 137 mM NaCI, 10 mM 

Na2HPÜ4, pH 7.4) . The femora were embedded 111 a n1ixture of 

polymethylmethacrylate (PMMA) as described by Erben (Erben, 1997), 6 IJ.m 

sections were eut with a Thermofisher rotary HM 360 n1icrotome. Staining for ALP 

(Millipore, Billerica, MA, USA) and TRAP activity (K As ay, Dako, Burlington, 
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Ontario, Canada) was carried out at 37° C in a Coplin jar placed in a moist chamber 

as described prev iously (Valverde-Franco et al. , 2004). Bone sections were visualized 

with an inverted phase contrast microscope (Nikon Eclipse Ti , Mississauga, Ontario, 

Canada) and analyzed with ImageJ software to determine relative ALP-positive 

osteoblast perimeter (Ob.Pm) and number of TRAP positive osteoclasts (#Oc/BS). 

Calcein labeling was visualized with a Nikon FNl Eclipse inverted fluorescence 

microscope and used to evaluate mineralizing surface (MS/BS), mineral apposition 

rate (MAR) and bone formation rate (BFR). 

2.5.5 Primary cultures of osteoblasts 

For primary cultures of bone marrow mesenchymal stromal cells (MSC) and 

osteoblasts, 4-8 week old animais were euthanatized and femora and tibiae from WT 

and Cd36KO mice were collected and carefully cleaned from adherent tissues. Bones 

were broken in half and centrifuged 5 min at 2500 rpm for the collection of bone 

marrow cells. Cell pellet were re-suspended in culture medium, seeded in 100-mm 

di hes (Sarstedt, Montreal , Quebec, Canada), and allowed to adhere for 48 h in 

Minimal es ential medium, alpha modification (a-MEM) with phenol (Invitrogen, 

Burlington, Ontario, Canada) supplemented with 20% fetal bovine serum ((FBS) 

NorthBio, Toronto, Ontario, Canada) , L-glutamine (Invitrogen) and 

penicillin/streptomycin (lnvitrogen). Non-adherent cells were discarded and adherent 

cells were washed with PBS and cultured in supplemented a-MEM with FBS until 

confluent. The resulting MSC cultures were lifted by incubation in 0.05 % trypsin-

0.02% EDT A solution (Invitrogen) and cell phenotype was analysed by flow 

cytometer (Becton-Dickinson). The cell suspensions were washed in PBS and a total 

of 1 X 105 cells were double-sta ined for 15 min at room temperature with monoclonal 

antibod ies aga inst mouse CD 105 conj ugated to phycoerythrin (PE) and mouse CD73 

conj ugated to fluorescein isothiocyanate (FITC) (BioLegend, San Diego, CA). 
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Afterwards, fluorescence was measured in 10,000 cell s per sample by flow cytometry 

and analysis was performed using Ceii-Quest 3 .1 software (Becton-Dickinson). The 

mouse mesenchymal cell tine C3HIOTI/2 (ATCC, cultured in DMEM medium 

(Sigma)) was used as pos iti ve control for MSC antigens. Remaining cells were 

seeded in appropriate plates for subsequent experiments. For primary cultures of 

osteoblasts, remaining bones were further chopped into fine pieces with a scalpel. 

Next, the bone fragments were further washed twice PBS and incubated three times at 

37°C with 1 mg/mL of collagenase type 1 (Sigma, Oakville, Ontario, Canada) in a­

MEM without FBS for 20, 20 and 40 min. After, the bone fragments were washed 

twice with PBS and transferred into 100-mm culture dishe containing a-MEM 

supplemented with 10% FBS . Dige ted bone fragments were cultured until cell 

outgrowth and typically reached confluence within 14-21 day in culture. At 

confluence, cells were sub-cultured and seeded in appropriate plates for subsequent 

experiment . 

2.5.6 Alkaline phosphatase activity 

For measurement of ALP activity, cells from WT and Cd36KO mice were seeded in 

24-well plates and cultured for 7 days. Thereafter, cells monolayers were washed 

three times with PBS then olubilised in ice-cold assay buffer (100 mM glycine, 1 

mM MgCh, 0.5 % Triton X-100, pH 10.5) for ALP activity determination by 

conversion of pa ra-nitrophenylphosphate (p-NPP, Sigma) into para-nitrophenolate 

(p-NP) as described previously (Moreau et al. , 1997). Briefly, 75 J..LL of lysate was 

mixed with 75 J..LL of freshly prepared co lorimetrie substrate p-NPP (12.5 mM) 

solubilized in the assay buffer. The enzymatic reaction was conducted for 1 h at 37°C 

and was stopped by adding 100 J..LL of NaOH lM. Ab orbance of the yellow product 

p-NP was deterrnined spectrophotometrically at 410 mn. Protein concentration was 

quantified by MicroBCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA) using bovine 
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serum albumin as tandard . ALP acti vity was then expressed as p-NP produced in 

nmol/h/mg of cellular protein . 

2.5.7 MTT activity 

For cel! expan ion experiments, cells from WT and Cd36KO nuee were seeded in 96-

well plates and cultured for 7 days in FBS-supplemented a-MEM. MTT activity was 

determinee! by micro ti ter tetrazolium 3-( 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrasodium bronlide (MTT) reduction assays at day 1, 4 and 7 post-seeding. 

Briefl y, at end of incubation, media were replaced with media containing 0.5 mg/mL 

MTT (Sigma) . Two hours later media were withdrawn and formazan cry tai 

generated by the cellular reduction ac ti vity were dissolved in dimethylsulfoxide. 

Absorbance was measured at 575 nm, and data are expres ed as the ratio of 

absorbance vs values for WT cells of day 1. To corroborate MTT assay with cell 

culture expansion, cells in 12-well plates were trypsinized after culture period of 7 to 

11 days, suspended in PBS and counted with a haemocytometer. For cell survival 

experiments, cells were cultured 7 days and further cultured for an additional 14-day 

period in di fferenti ating medium (a-MEM containing 10% FBS and supplemented 

with 10 mM ~-g l ycerophosphate (Sigma), and 50 !lg/mL ascorbic acid (S igma)). Cell 

viability was determinee! by MTT assays as described above and expressed as the 

ratio of absorbance vs values for WT cells of day 0, or by the determination of 

cellular protein by MicroBCA assays. 

2.5.8 PCR amplification 

For gene expression analysis, the bone marrow MSC from WT and Cd36KO mice 

were seeded in 60-mm culture dishes and incubated fo r 7 days . Total RNA was 

extracted from cell s using Tri Zol (Invitrogen) according to the manufacturer 's 
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instructions. Reverse transcription (RT) reactions were carried out with Omniscript 

RT kit (Qiagen, Missis auga, Ontario, Canada) using hexamers. PCR amplifications 

for semi-quantitative analysis were conducted with Taq PCR core kit (Qiagen) using 

specifie primer sets for Ocn (F: 5'-CAAGTCCCACACAGCAGCTT-3 ', R: 

S'AAAGCCGAGCTGCCAGAGTT-3 '), Bsp (F: 5'­

ACTCCAACTGCCCAAGAAGG-3 ', R: 5 ' -CTGTGGTTCCTTCTGCACCT -3 '), 

Osx (F : 5' -TTCGCATCTGAAAGCCCACT-3 ' , R: 5' -

TGCGCTGATGTTTGCTCAAG-3 ') and Col-Jal (F 5' -

ACTTCAGCTTCCTGCCTCAG-3 ', R 5 ' -GCTTCTTTTCCTTGGGGTTC-3 ') . 

Gapdh was used as a reference gene for normalization. Amplifications were carried 

out for 40 cycles of 1 min at 94 °C, 30 s at 58 oc and 1 min at 72 oc. Amplification 

products were resolved in 2% agarose gel and were visualized under UV by ethidium 

bromide staining. Real-time PCR analysis for mouse Runx2 (primers QT00102193 

from Qiagen) was performed using the iCycler IQ detection system (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) and SYBR Green I (Bio-Rad) as a double-strand DNA- specific 

binding dye, usmg /]-micro globuline as reference gene (F 5 ' ­

TACTCAGCCACCCACCGGCCG-3 ', R 5 ' -GCTCGGCCATACTGGCA TGCT -3 ')) . 

Each sample was run in triplicate, and fluorescence data were collected at the end of 

the extension step in every cycle. To ensure specifie amplification, a melting curve 

was calculated for each PCR reaction by increasing the temperature from 60 to 95 oc 
with a temperature increment rate of 0.5°C/10 seconds. Fold induction and expre sion 

levels for Runx2 were ca lculated using the comparative CT method [i.e., 11(2~C T), 

where ~CT is the difference between CT target and CT reference] after nonnalization 

to fJ-microglobuline expression level, and data were analyzed using optical system 

software Version 3. 1 (Bio-Rad). 
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2.5.9 Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± SEM, and the significance of differences between 

groups ha been determined using GrafPadPrism 5.0 Software by analysis of 

variance. Differences between groups were further evaluated by Student T test or 

two-way ANOV A with Bonferroni post test. Differences were considered significant 

at P:S0.05. 

2.6 Results 

2.6.1 Body weight, bone length and plasmatic markers 

We have recently reported the expression of CD36 by o teoblasts (Brodeur et al., 

2008) and herein, we took advantage of the Cd36KO mouse model to investigate the 

role of CD36 in bone remodeling. First, we determined general morphogenie and 

plasmatic parameters of Cd36KO rnice. Weights of Cd36KO were significantly lower 

th an WT mi ce (Fig. 2.1 A), and this difference persisted from 1 to 6 months in male 

(between 20-25 %) and female rnice (10-20%). Since this lower weight may reflect a 

reduction of bone growth, the length of femur and tibia from Cd36KO and WT mice 

was compared. There were no significant differences in length of these long bones in 

sex- and age-matched Cd36KO and WT rnice (Fig. 2.1B). Visceral and fat pad 

adipose tissue was globally reduced in Cd36KO rnice compared to WT rnice 

(unpubli shed observations) which may account for the lower weight. Since CD36 has 

been functionally associated with the metaboli sm of lipoproteins (Febbraio et al., 

1999; Febbraio et al., 2000), we measured the plasma level s of total cholesterol and 

fractions a sociated with LDL and HDL. The levels of plasma total cholesterol, LDL 

and HDL fractions were similar in 1 month-old Cd36KO and WT rnice (Table 2.1). 

Moreover, plasma analysis revealed a normal mineral homeostasis for calcium and 

phosphate, as weil as normal levels of glucose and ALP activities in Cd36KO rnice 

(Table 2.2). 
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2.6.2 Determination of bone architecture 

We next documented whether Cd36 deficiency was associated with alterations of 

bone architecture. Fig. 2.2 summari zes the visual appreciati ons (3D reconstructi ons) 

and archi tectural parameters of the femoral trabecular bone of WT and Cd36KO 

mice. In 1 to 6 month-old mice, bone mass was visibly reduced in Cd36KO mice 

(Fig. 2 .2A) and in accordance, the percentages of BV/TV were significantl y lower at 

1 month of age in male (-48%) and female (-50%) Cd36KO compared to WT mice 

(Fig . 2.2B). This low bone mass phenotype was also noticed in 3-6 month-old KO 

individuals. In absence of Cd36, Tb.Sp. was increased by an average of 27% in male 

and of 26% in female mice (Fig. 2.2C). Also, a significant reduction of Tb.N. was 

measured in both male (average of 41 %) and female (average of 54%) Cd36KO mice 

compared to WT mice (Fig. 2.2D). However, thickness of trabeculae was not 

significantly different between WT and Cd36KO mice (Fig. 2.2E). Analys is of 

femoral cortical bone was also pe rfo rmed, showing a global bu t not signi ficant drop 

in femoral cortical bone volume in Cd36KO mice indicating that Cc/36 deficiency 

does not impact the corti cal porti o n of fe mura (Fig. 2.3) . 

To determine whether Cd36 deficiency leads to specifie alterations of long bone 

archi tecture, we also performed analysis of vertebrae. As shown in Fig. 4 , the 

vertebral bone mass was also reduced in Cd36KO male (11-15%) and female mice 

(16- 19%). Trabecular separation was enhanced in vertebra for both male (9.4%) and 

female (13.7%) Cd36KO mice (Fig. 2.4C). The number of trabecul ae was 

significantl y lower in Cd36KO mice when compared to WT (Fig. 2.4D), whereas 

trabecular thickness did not differ (Fig. 2.4E). 
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2.6.3 Plasma levels of bone remodeling markers and bone histochemistry 

Since the low bone mass phenotype observed in Cd36KO mice may result from an 

imbalance between the proces es of bone re orption and fo rmation, the plasma Jevels 

of bone remodeling markers were determined. As shown in Fig. 2.5A, levels of bone 

formation marker such as OCN and PINP were reduced in plasma of 1 month-old 

Cd36KO mice compared to WT nuee. On the other hand, level of bone resorption 

marker , namely TRAP5b and CTX, were similar between Cd36KO and WT nlice. 

We further analyzed the bone ti s ue secti ons of Cd36KO rnice. As shown in F ig. 

2.5B and C, lower relative ALP po itive osteobla t perimeter were noticed in bone 

tissue of Cd36KO nuee compared to WT 1nice wherea number of TRAP positive 

osteoclast cell of bone tissue was imilar between Cd36KO and WT nlice. Figure 

2.5C show representati ve calcein-stained interlabel dis tances in trabecular region 

As shown in Figure 2.5D, KO di played reduced trabecul ar MAR and BFR. 

2.6.4 Functions of osteoblast from Cd36KO mice 

Since histochemistry analyses and plas matic levels of bone remodeling markers 

suggested potential dysfuncti on of bone fo rmation proces in Cd36KO nlice, we 

further evaluated the functi ons of MSC isolated fro m the bone marTow and 

osteoblasts fro m bone fragments of Cd36KO rnice. First, we analyzed population of 

bone marrow derived MSC from WT and Cd36KO nlice by flow cytometry. At 

confluence, there were no differences for FSC and SSC parameters between MSC 

isolated fro m WT and Cd36KO nli ce (Fig. 2.6A). Phenotypic characterization of 

MSC wa carried out using cell surface markers CD105 and CD73. Validation of 

these mesenchymal markers was shown u ing the mouse me enchymal cell line 

C3H l0Tl/2 with positive staining for CD 105 and CD73 (Fig. 2.6B). As expected, at 

day of iso lation, MSC positive fo r CD 105+ and CD73+ account for nlinor fraction 

(<2%) of bone marrow cell s fro m WT and Cd36KO nlice (Fig. 2.6C). Further culture 
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of adherent cells for 11 days resulted in similar cell populations for WT and Cd36KO 

as shown in Fig. 2.6A, which was po itive (60-90%) for CD105 and CD73 (Fig. 

2.6C). After confirming that primary cultures of MSC from WT and Cd36KO mice 

were imilar, we investigated cell culture expansion under basal culture conditions by 

MTT as ays and cell counts. As shown in Fig. 2.7 A, MIT activity at day 1 po t­

seeding wa similar between cells from WT and Cd36KO mice. However following 7 

days of culture, the MTT activity of MSC from Cd36KO marrow was lower by 24% 

than WT cells (Fig. 2.7 A, left panel). In accordance with the reduction of MTT 

activity, reduced cell numbers were evidenced at 7 and 11 days of culture, being -

22% and -32% respectively (Fig. 2.7 A, right panel). Sirnilarly, the MTT activity of 

osteoblasts from bone fragments of Cd36KO mice was reduced by 30% when 

compared to WT cells (Fig. 2.7B). Although our results indicated reduced culture 

expansion of cells isolated from Cd36KO mice when compared to WT nuee, similar 

osteoblastic marker ALP activity was measured for cells from Cd36KO and WT mice 

after 7 days of culture (Fig. 2.7C). 

The cellular lifespan of cells from Cd36KO and WT mice was investigated under 

culture condition with differentiation medium for 14 days. Differentiation treatments 

were initiated after 7 days of culture (designated day 0 of differentiation) . Reduced 

culture expansion of CD36 deficient cells was again evidenced by lower cellular 

protein content and MTT activity of 13-24% at day 0 (Fig. 2.8). After 14 days of 

culture, cellular protein content and MTT activity fmther dropped to 37-53% in 

Cd36-deficient MSC and osteoblasts from bone fragments (Fig. 2.8), suggesting that 

survival of cells lacking CD36 was impaired. 

To further evaluate the mechanism leading to low bone mass phenotype in Cd36KO 

mice, we deterrnined the expression levels of osteoblastic genes. As shown in Fig. 

2.9A, gene expression of Col-Jal in cells from Cd36KO n'lice was similar to cells 

from WT mice whereas gene expre sion of Bsp and Ocn was reduced. Moreover, 
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PCR analysis showed that express ion leve! of the osteoblastic transcription fac tors 

Runx2 and Osx was reduced in cells deficient for CD36 (Fig. 2.9B). 

2.7 Discussion 

The principal aim of our study was to uru·avel the role of CD36 in bone metabolism 

and osteoblast functions. We report for the first time that Cd36 ablation in mice leads 

to an osteopenic phenotype in trabecular bone. Low trabecular bone mass was 

observed in Cd36KO mice at age of 1 month and was maintained up to 6 months fo r 

both genders. Femoral cortical bone mass of Cd36KO mice tended to be lower 

although differences were not significant. Since changes in bone morphology are 

associated with imbalance between the resorption and formation processes, we 

determined plas ma levels of bone remodeling markers . Plasma concentrations of bone 

formation markers, namely PINP and OCN, were diminished in 1 month-old 

Cd36KO mice when compared to WT mice, whereas plasma levels of bone re orption 

markers were not altered. ln accordance, hi stology analysis of bone sections 

highlighted lower numbers of ALP positive osteoblast cells. In vitro functi onal 

characteri zation of bone marrow-derived MSC and bone fragment-derived osteoblasts 

fro m Cd36KO nu ee showed reduced cell culture expansion and survival. Moreover, 

gene expression of osteoblas tic transcription fac tors Runx2 and Osx, as well as Ocn 

and Bsp was reduced in cells lacking CD36. Our results indicate that CD36 

contributes to bone metabolism, playing a role in bone cell functions ensuring 

adequate bone fo rmation. 

As in comparison to WT mice, male and female Cd36KOs showed lower weight fro m 

1 to 6 months of age, we firs t asked if this lower weight reflected a reduction in bone 

growth. As reported, femoral and tibial lengths were simil ar between Cd36KO and 

WT long bones indicating normal longitudinal bone growth of Cd36KO nuee. 
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However, following di ection we noticed that visceral and fa t pad adipose tissues 

were globally reduced in Cd36KO nuee compared to WT (unpublished observations) 

which may account for the reduced weight of Cd36KO mice. In accordance with our 

observation, lower weight and decreased total body fa t in male Cd36KO mice have 

been previously reported (Hajri et al. , 2007). To note, CD36 deficiency has been 

associated to impaired differentiation of adipocytes, adipocyte hypotrophy and 

reduction in their numbers in adipose tissue (Christiaens et al., 201 2) . In another 

study, low weight of Cd36KO mice was related to impaired CD36-mediated uptake 

of fa tty acids to the peripheral, and particularly, to the adipose tissue (Goudriaan et 

al. , 2003). Thus, decreased body weight in Cd36KO animais may be a consequence 

of di sturbance in the delivery of fatty acids and/or impaired adipogenesis. Low body 

weight is an established risk fac tor for low bone mass and frac ture (Faje et Klibanski , 

201 2). Given the involvement of CD36 in adipogenesis (Christi aens et al. , 201 2) and 

the reduced fa t tissue and body weight of Cd36KO mice, such low body weight may 

contribute to the reduced bone mass in Cd36KO mice. To note, considering that 

leptin is primarily produced by white adipose tissue, and correlates positi vely with 

body fat, reduced fa t tissue or lipoatroph y usually associates with low plasma levels 

of lep tin (Haque et al. , 2002). Recently, it has been proposed th at peripheral leptin 

has bone anabolic effects and contribute to bone formation (Turner et al. , 2013). 

Because of the role attributed to CD36 in the lipid metabolism and due to the possible 

association of lipid disorders and bone metabolism, we first determined the 

cholesterol and lipoprotein profiles of Cd36KO nuee. No significant difference was 

noticed in plasma levels of total cholesterol or cholesterol associated with 

lipoproteins between Cd36KO and WT mice. Despite the large number of studies on 

lipid metabolism in Cd36KO mjce, the literature still reports contradictory results 

about blood levels of lipids. Severa! studies have shown increased plasma levels of 

fas ting cholesterol (Brundert et al. , 2011 ; Febbraio et al., 1999), non-esterified free 

fatty acid (Febbrruo et al. , 1999; Goudriaan et al., 2003; Luangrath et al. , 2008) and 
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triglyceride in Cd36KO mice (Febbraio et al. , 1999; Goudriaan et al., 2003). On the 

other hand , no difference for sorne of these parameters have al o been reported in 

mice lacking CD36 (Brundert et al., 2011 ; Goudriaan et al., 2003; Luangrath et al. , 

2008). Al o, reduced levels of total choie terol have been measured in male Cd36KO 

mice (Luangrath et al. , 2008). We observed similar reduction of total cholesterol in 

male Cd36KO mice although this difference was not significant. Therefore, the 

absence of a lteration in plasma chole terol levels of Cd36KO mice ob erved in our 

study is not much surprising and uch di screpancy has generally been attributed to the 

starving period or the method of blood collection. Secondly, we analysed general 

pla matie parameters related to bone metabolism. Plasma levels of calcium, 

phosphate and ALP were similar between Cd36KO and WT mice which indicate that 

global mineral homeo tasis is not altered in these mice. 

To determine the role of CD36 in bone metabolism, we undertook the analysis of the 

bone nucroarchitecture of Cd36KO mice. The bone volume of femoral trabecular 

portion and of vertebrae wa reduced in 1 to 6 month-old Cd36KO mice of both 

gender . Of intere t, we observed a Jack of increase in trabecular bone volume with 

age in Cd36KO mice which points out orne impairment in bone formation. 

Similarly, global lower bone mass by 12% was reported in male Cd36KO nuee by 

Hajri et al. (Hajri et al., 2007). The lower bone mass in Cd36KO mice is explained by 

the diminution of trabeculae number which translates in greater trabecular separation . 

However no ignificant difference was noticed for the cortical portion of femura 

although tendency to reduced bone mass was observed. It is generally assumed that 

the mechani m and rate of bone remodeling are different in trabecul ar versus cortical 

bone (Parfitt, 1984), the former howing faster responses to metabolic changes (Frost, 

2001) with higher rate of bone remodeling. Therefore, the endochondral bone 

modeling seems globally normal in Cd36KO mice although bone remodeling at the 

trabecular portion may be altered . Since both gender of Cd36KO mice showed a low 
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bone mass phenotype, dysfunction of bone remodeling in Cd36KO rnice does not 

appear to be related to sex steroid tatu . 

Multiple mechani sms may be respon ible fo r decreased bone mass . Independently of 

the cause of bone metabolism di ruption, loss of bone tissue originates from an 

imbalance between the processes of bone resorption and formation which results from 

altered regulation/functions of bone cell . The levels of the bone formation markers 

PINP and OCN were reduced in Cd36KO mice whereas the levels of bone resorption 

markers, namely CTX and TRAPSb , were not altered . In accordance with a 

dysfunction of bone formation, numbers of ALP positive cells were reduced in bone 

tissue sections from Cd36KO mice (Fig. 2.3B) whereas similar number of osteoclasts 

was evidenced in WT and Cd36KO mice. Therefore, both plasma levels of bone 

remodeling markers and bone histomorphometric analysis point to an impaired bone 

fonn ation in Cd36KO mjce. Given our results which indicate similar plas ma levels of 

bone re orption markers and number of TRAP positive osteoclast in bone sections, 

cell function/di fferentiation of osteoclasts fro m Cd36KO mice was not further 

investi gated. CD36 has been associated to cytobne-induced macrophage fu ion into 

multinucleated giant cells (Helming et al. , 2009). Despite that macrophage fusion 

leads also to o teoclast formation, Helming et al. (Helming et al., 2009) noticed that 

osteocla t formation was not altered in the absence of CD36, suggesting its selective 

involvement in cytoki ne-induced macrophage fusion for giant-cell fo rmation. 

Moreover, impaired fusion of osteoclasts fro m Cd36KO bone marrow progenitors 

would lead to lower bone re orption, being inconsistent with the low bone mass 

revealed in Cd36KO mice. 

Since our re ult indicate that the osteopenic phenotype in Cd36KO mjce could be 

due to impaired o teoblast-mediated bone fo rmation, we further investigated the 

functi ons of cell iso lated from bone marrow and bone frag ment of Cd36KO nl.Î ce. 

Our data howed a decrease cul ture expansion potential (24-30%) of cell s lacking 
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CD36, either i olated from the bone marrow as MSC and from the bone fragments a 

osteobla t . Nevertheless, bone cell s from WT and Cd36KO mice showed 

comparable ALP acti vities uggesting that cell preparati ons from WT and Cd36KO 

JTIJce were imilar in terms of the cell populations, which was confirmed by 

phenotypic analy is. The involvement of CD36 in cell proliferation has been reported 

previously. CD36 defi ciency has been shown to reduce the proliferation of astrocytes 

and delayed closure of the wou nd gap (Bao et al. , 201 2). Moreover, ribozyme­

mediated down regulation of CD36 was shown to inhibit growth of TSPl-expressing 

cells (Yamazaki et al. , 2004). Interestingly, our results indicate that cell survival 

under osteogenic culture condition wa reduced in cell s deficient for CD36. Also, as 

cell apoptosi wa not investigated, we cannot exclude that cell s from Cd36KO mice 

are more sen iti ve to apoptosis. Such impaired osteoblas tic bone formati on caused by 

decreased number and acti vity of individual osteoblastic cell s was shown to be 

responsible of reduction of bone mass in male patients with idiopathie osteoporosis 

(Ruiz-Gaspa et al. , 2010). 

To further investigate the function of cell s lacking CD36, we determined the 

expression level of key genes of osteoblast functions (Eriksen, 2010; Lian et al., 

2006). Our results indicated that bone marrow-derived MSC from Cd36KO mice 

have low gene express ion of Runx2, Osx, Ocn and Bsp when compared to WT mice 

whereas Col-lai gene expression wa imilar. Such impairment in o teoblastic gene 

expres ion further suggests that bone cells functions are altered in Cd36KO mice. 

Given that we evidenced altered cell urvival of CD36-deficient cell , reduced Von 

Kossa and Ali zarin red tai nings that was observed (data not shown) likely arise from 

lower density in culture dishes of cell from Cd36KO mice. Therefore, further 

experiments are needed to reveal mechani tic dysfunction in CD36-deficient cell 

and such functi onal impairment are currentl y under inves ti gation. 
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ln conclusion , our results show that Cd36KO mice show an osteopenic phenotype 

which correlates with impaired bone formation and altered functions of osteoblasts. 

Further studies are warranted to document mechani sms that link CD36 deficiency to 

osteoblast dysfunctions. 
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2.8 Tables and Figures 

Table 2.1 Plasma levels of total cholesterol, HDL cholesterol and LDL cholesterol of 

WT and Cd36KO mice. 

Gender Genotype Total cholesterol HDL LDL cholesterol 

(mg/dL) cholesterol (mg/dL) 

(mg/dL) 

Male WT 127.1±6.8 63 .6±2.1 63.5±4.7 

KO 96.1±14.6 57.1±2.5 46.7±10.0 

Fe male WT 98.3±12.6 53 .3±9.1 45 .1±3.7 

KO 122.4±8.1 70.2±6.7 46.8±3.2 

Blood was obtained fro m 4 weeks old WT (n=6) and Cd36KO (n=8) n'li ce, then 

plasma was analyzed as outlined in the Materials and Methods section. Values are 

mean ±SEM. 

Table 2.2 Plasma leve! of glucose, calcium, phosphate and ALP activity of WT and 

Cd36KO n'lice. 

Gender Genotype Glucose Calcium Phosphate ALP 

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UIL/min) 

Male WT 270.4±15.6 17.9±0.9 2.3±0.1 506.0±33.6 

KO 225.6±16.4 18.3±0.9 2.3±0.1 411.8±63.8 

Female WT 256.0±3.4 18.4±1.1 2.2±0.2 545.6±26.6 

KO 280.2±20.9 20.2±0.7 2.1 ±0.1 493 .3±8.9 

Blood wa obtained from 4 weeks old WT (n=6) and Cd36KO (n=8) mice, then 

pla ma was analyzed a outlined in the Materials and Methods section . Values are 

means ±SEM. 
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Figure 2.1 : Body weight and bone length of 1 to 6 month-old WT and Cd36KO 
mice 

A) Body weight of WT and Cd36KO male and female mice from 1 to 6 months of 
age. Data are expressed as mean ± SEM from 10-37 mice per group of age. 
Bonferroni post-test: ***P<0.001 compared to WT male; f:P<0.05, u P<O.Ol, 
illP<0.001 compared to WT female. B) Femur and tibia lengths for WT and Cd36KO 
mice of 1-3 months old . Data are expressed as mean ± SEM from 11-35 mice per 
group of age. 
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Figure 2.2 : Microarchitecture analysis of trabecular femoral bone of WT and 
Cd36KO mice 

A) Representative 3D reconstructions of femoral trabecular bone from female WT 
and Cd36KO mice. B) Percent bone volume (BVffV) of femoral trabecular portion 
of 1 to 6 month old male and female WT and Cd36KO mice. C) Trabecular spacing 
(Tb.Sp), D) Trabeculae number (Tb.N) andE) trabecular thickness (Tb. Th) of femurs 
from 1 to 6 months old male and female WT and Cd36KO. Values are means ± SEM 
from 17-22 mice per group of age. Bonferroni post-test: *P<0.05, **P<0.01 and 
***P<O.OOl compared to WT male; fP<0.05 compared to WT female . 
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Figure 2.3 : Microarchitecture analysis of cortical femoral bone of WT and 
Cd36KO mice 

A) Representative 3D rnicroCT images of cortical bone in the fem urs of 1 to 6 month 
female nùce. B) Bone volume (BV), C) cortical thickness (Cort.Th), D) periosteal 
perimeter (Ps.Pm) and endocortical perirneter (Ec.Pm) of cortical portion from 
femurs of 1 month male and female WT and Cd36KO nùce. Values are means ± 
SEM from 6-14 m.ice per group of age. 
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Figure 2.4 : Microarchitecture analysis of vertebrae of WT and Cd36KO mice 
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A) Representative 3D reconstructions of vertebrae of 1 and 4 month-old female mice. 
B) Percent bone volume (BV /TV), C) trabecul ar spacing (Tb.Sp.), D) trabeculae 
number (Tb.N.) and E) trabecular thickness (Tb.Th.) of vertebral from male and 
female WT and Cd36KO mice. Values are means ±SEM from 5-18 mice per group 
of age. Bonferroni post-test: *P<O.OS , **P<O.Ol and ***P<O.OOl compared to WT 
male; fP<O.OS and u P<O.Ol compared to WT fema le. 
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Figure 2.5 : Plasma markers of bone remodeling and bone histochemical 
analysis of long bones from WT and Cd36KO mice 

A) Plasma levels of OCN, PJNP, TRAP5b and CTX from 1 month-old male WT and 
Cd36KO mice. Values are mean±SEM from 3-9 mice. **P<O.Ol compared to WT. B­
D) Raw scans, ALP, TRAP and calcein stainings on representative bone sections 
from 1 month-old Cd36K.O and WT rnice. Bone sections were used to evaluate 
relati ve o teoblas t perimeter (Ob.Pm), number of osteocla ts (#Oc/mm) as weil as 
mineral appos ition rate (MAR) and bone formation rate (BFR). Values are 
means±SEM from 3 mice in each group. *P<0.05 , **P<O.Ol compared to WT. 
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Figure 2.6 : Phenotypic profile of bone marrow-derived MSC from WT and 
Cd36KO mice 

Flow cytometry analysis of MSC isolated from bone marrow of WT and Cd36KO 
mice was performed on cells freshly isolated and adherent cells after 11 days of 
culture using CD105-PE and CD73-PerCP antibodies. A) Forward scatter (FSC) and 
side scatter (SSC) of the MSC population from bone marrow of WT and Cd36KO 
mice at day JI of cu lture. B) CD 1 05-PE and CD73-FITC staining of the 
mesenchymal cel! line C3HIOTI/2. C) CDIOS-PE and CD73-FITC fluorescence for 
fres hl y isolated bone marrow cell s (grey) and adherent cells after Il days of cul ture 
(clear) from WT and Cd36KO mice. 
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Figure 2.7 : Cell culture expansion and ALP activity of CD36-deficient bone cells 

MTT assay or cell counts was performed at day 1, 7 and 11 days post seeding in basal 
media for A) MSC from bone ma.rrow cells (BM) and B) osteoblasts (OB) from bone 
fragments of WT and Cd36KO rnice. C) ALP activity was measured on MSC and OB 
after 7 days of culture. Data represent mean ± SEM of S-9 independent experiments. 
Bonferroni post-test: **P<O.Ol , ***P<O.OOI . 
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Figure 2.8 : Cell survival of CD36-deficient osteoblasts 

92 

MTT as ays and protein measurements were perfonned on osteoblasts isolated from 
bone marrow A) and long bone B) of WT and Cd36KO mice after 0 and 14 of culture 
in differentiation medium. Data represent mean± SD of two independent experiments 
perfo rmed in triplicates. 
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Figure 2.9 : Expression of osteoblastic genes by cells from WT and Cd36KO 
mi ce 

Total RNA was isolated from MSC and cultured for 7 days. The levels of transcripts 
were determined by semi-quantitative RT -PCR using specifie primers for A) Col-Jal , 
Bsp and Ocn or B) osteoblastic transcription fac tors Runx2 and Osx as described in 
Material and methods. Expression levels were normalized against expression of 
reference gene. Data are mean ± SEM of 3-8 independent cell preparations. Student t 
test: *P<O.OS, **P<O.Ol. 
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3.1 Avant-propos 

Afin de continuer l'étude du métaboli sme osseux chez les souri s Cd36KO, nous 

avons procédé à l'évaluation de facteurs systémiques tels que la leptine et 

1 'adiponectine, ainsi que locaux tels que les facteurs de transcription et la voie de 

signalisation Wnt impliquée dans l'ostéogenèse. On a aussi comparé certaines 

réponses cellulaires in vitro (apoptose, nécrose, cycle cellulaire, réponse aux 

traitements avec la TSP-1 et 1 ' hexaréline) de CSM dérivées de souris Cd36KO et 

WT. 

Nous avons démontré que l'ablation de CD36 mène à une diminution du mveau 

plasmique et de l'expression génique de la leptine, à une augmentation de l'apoptose 

des CSM et à 1 'altération de la voie Wnt canonique. 

J' ai été impliquée dans toutes les face ttes de ces travaux. Dre Corine Martineau a 

participé à 1 'élaboration des fi gures et à la rédaction du manuscrit. Pierre-Paul Galant 

et moi-même avons réali é le expériences de traitements des cellules MC3T3-E l à la 

TSP-1 et à 1 ' hexaréline. Avec la participation du Dre Louise Brissette et du Dr Robert 

Moreau j 'ai élaboré les figures, analysé les résultats et rédigé le manuscrit. 
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3.2 Résumé 

Le récepteur CD36 est exprimé par les ostéoblas tes responsables de la formation 

osseuse, mais sa contribution au métabolisme osseux est encore mal élucidée. 

Récemment nous avons rapporté que les souri s Cd36KO ont une faible masse osseuse 

résultante d ' une formation os eu se réduite. Ici, nous caractérisons davantage les 

fac teurs systémiques et cellulaires impliqués dans le métabolisme osseux et le 

comportement in vitro de CSM provenant de souris Cd36KO. Ces souris ouffrent de 

lipodystrophie as ociée à un fa ible taux plasmatique de leptine et à une réduction de 

rapport leptine/adiponectine. L 'expression de la Lep par les CSM Cd36KO a été 

réduite de 60% par rapport au CSM provenant de souris WT. Une diminution de 

prolifération, une réduction de survie cellulaire et une augmentation du ni veau 

d 'apoptose ont été détectées dans les CSM Cd36KO au jour 21 de culture cellulaire. 

Les CSM provenant de souris Cd36KO surexpriment le Ppary impliqué dans la 

croissance cellulaire, la régulation de l 'apoptose et du cycle cellulaire. En plus, 

l'expression génique de Gli-1 et de Forkhead-01 (Foxo l ) était également augmentée 

dans les CSM Cd36KO. L'expression génique d 'un facteur de transcription 

chondrogénique Sox9 était augmentée alors que cell e d 'un marqueur des 

chondrocytes matures Col-I/a n'a pas été modifi ée dans les CSM Cd36KO, ce qui a 

été confirmée par 1 'absence de différence dans la morphologie de la plaque de 

croi ssance entre les deux génotypes. L'étude de la voie de signalisation Wnt a révélé 

une réponse normale dans les CSM WT et Cd36KO comme en témoigne la régulati on 

en hausse similaire par Wnt3a de ses gènes cibles Axin2 et Lefl . Toutefois, 

1 'expression de Wnt3a et de Wnt5a a respectivement été réduite de 40% et 50% dans 

les CSM Cd36KO. Il n'y avait pas de différence dans 1 'expression de Lrp5/6 et de 

Rspo2. Par contre, l 'expression de Sost et de Dkkl , deux antagonistes de la voie Wnt 

a été respectivement augmentée de 1,8 et 3,4 fo is dans les CSM Cd36KO. Nos 

résultats suggèrent qu 'une fa ible masse osseuse des souri s Cd36KO peut être 
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expliquée, au moins en partie, par une diminution de la concentration sangume en 

lepti ne et des perturbations dans la voie de signahsation Wnt dans les CSM. 

3.3 A bstract 

CD36 is expressed by bone-forrni ng osteoblas ts but its contribution to bone 

metabolism is still poorly documented. We have recently reported that Cd36-null 

mice show low bone mass associated with reduced bone fo rmation. Here, we further 

characterize the systernic and local factors involved in bone metabolism and the in 

vitro cellular behavior of mesenchymal stroma! cells (MSCs) lacking Cd36. Cd36-

null rnice show lipodystrophy associated with low plasma levels of leptin (lep) and a 

reduced leptin/adiponectin ratio. Lep gene expression by Cd36-null MSCs was 

reduced by 60% compared to wild type (WT) MSC . Lower proliferation rate, 

reduced cell survival and increased apoptosis level were evidence in Cd36-null MSCs 

cultured for 21 day . Cd36-nu!l MSCs also show over expression of Ppary involved 

in cel! growth , regul ation of apoptosis and cell cycle. Moreover, genetic expression of 

Gli-1 and forkhead-01 (Foxol) was also increased in Cd36-null MS Cs. Gene 

expression of the chondrogenic transcription factor Sox9 was increased and marker of 

mature chondrocyte Col-li a was unchanged in Cd36-nu11 MSCs, in accordance with 

the absence of di fferences in growth plate morphology between both genotypes. The 

study of Wnt signaling pathway reveals normal response in WT and Cd36-null 

MSCs, as evidenced by sirnilar Wnt3a-induced upregulation of the target gene Axin2. 

However, gene expression of Wnt3a by Cd36-null MSCs was reduced by 40% and 

Wnt5a by 50% when compared to WT cells. There was no difference in gene 

expression of Lrp5/6 and Rspo2. Moreover, gene expression of Sost and Dkkl, two 

antagonists of the Wnt pathway were increased by 1.8 and 3.4-fold, respectively. Our 

results suggest that the low bone mass phenotype of Cd36-null mice may be 
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explained, at [east in part, by diminution of blood leptin leve! and alterations of Wnt 

signaling pathway in MSCs. 

3.4 Introduction 

Bone tissue development and maintenance require balance between bone cell 

proliferation, survival, and differentiation, which are modulated by a network of 

signaling pathways and transcription factors. The osteoblas ts are specialized 

mononuclear cell s responsible for the deposition and mineralisati on of bone matrix. 

These bone-forming cells derive from the bone marrow mesenchymal stem cells 

(MSCs) (Fakhry et al. , 2013) which are also precursor for chondrocytes and 

adipocytes. The commitment and differentiati on of MSC towards specialized cells 

depend on a variety of signaling pathways and transcription fac tors. 

Severa] major signaling path ways, such a Wnt, BMP, FGF and hedgehog (HH), play 

an important rol e in regulating osteogenic differentiation from MSC (Gordon et 

Nusse 2006 ; Luu et al., 2007 ; James et al. , 2010). Wnt signaling represses MSCs 

comrnitmeot to the chondrogenic and adipogenic lineages and enhances commitment 

to, and differentiati on along, the osteoblastic lineage (Hill et al., 2005 ; Kennell et 

MacDougald , 2005 ; Miclea et al. , 2009). The Wnt fa rnily i represented by 20 

secreted glycoproteins with post-translational lipid modi ficati ons (palmitoylati on), 

involved in signaling cascades (classified as canonicat and non-canonicat) essential 

fo r embryonic development and ti ssue regeneration (Logan et Nusse, 2004). Wnt 

proteins function through a complex of FZD and LRP5/6, which activate two 

signaling pathways : the P-catenin-dependent canonical or P-catenin-independent non­

canonicat pathway (Gordon et Nusse, 2006). Following Wnt binding, the intracellular 

tail of LRPS/6 binds Axin l or Ax in2 and causes di ssociation of P-catenin from its 

protein complex and activation of P-catenin signaling (Mao et al. , 2001 ). P-catenin 
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translocates to the nucleus, associates with the TCF/Lef and regulates the expression 

of Wnt target-genes (Travis et al. , 1991 ). Via this mechanism, Wnt/P-catenin 

signaling promotes the progression of cells to bone-producing osteoblasts. Also, 

RSPO act as secreted Wnt agoni sts that potentiate Wnt signaling through binding to 

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor which then acts as co­

receptors with FZD and LRPS/6 (Kazanskaya et al. , 2004). On the other hand , the 

Wnt pathway is also submitted to negative regulation as it is antagonized by 

extracellular factors such as SOST (encoded by the Sost gene) and DKKl (Kawano et 

Kypta, 2003; Li et al. , 2005). 

We have recent! y reported that cluster of differenti ation 36 deficient (Cd36-null) mice 

show low bone mass in femur and vertebrae from 2 to 6 month-old nuee (Kevorkova 

et al. , 201 3). CD36 is a cell -surface membrane glycoprotein of the class B scavenger 

receptor farnily expressed by a variety of tissues and cells, and binds various 

ex tracellular ligands such as oxidized low-density lipoprotein , thrombospondin-1 

(TSP- 1 ), growth hormone releasing peptides, hexarelin, fibrillar AP am yloid peptides 

and long-chain fatty acids (LCFA) (Park 2014). CD36 is involved in energy 

metabolism, atherosclerosis, angiogenesis, immunity and behaviour (Febbraio et al. , 

2001 ; Silverstein et Febbraio 2009). The inhibition of angiogenesis is one of the most 

well-e tablished function of CD36. Following binding of TSP-1 , CD36 expressed by 

rnicrovascular endothelial cell initiate anti-angiogenic signais that lead to inhibition 

of adhesion, rnigration and proliferation of endothelial cells, and induction of their 

apoptosis (Dawson et al. , 1997). As a LCFA tran locase, CD36 regulates the fatty 

acid uptake in adipose tissue, and growth and proliferation of adipocytes (Coburn et 

al., 2000; Vroegrijk et al. , 201 3). Adipo e cells are recognized to secrete the hormone 

leptin (Park et Ahima, 2014) that exerts a dual effect on bone homeostasis. Through 

central hypothalamic adrenergic P2 signaling, leptin negati vely regulates bone by 

increasing the production of RANKL that activates the proliferation of osteoclasts 

and bone resorption (Takeda et al. , 2002). Peripheral lep tin increases bone mass via 
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direct action on osteoblasts by stimulating their proliferation and differentiation 

(Gordeladze et al., 2002; Holloway et al., 2002; Martineau et al., 2014). 

CD36 is expressed by osteoblasts (Brodeur et al., 2008), but its contribution to bone 

metabolism is still poorly documented. In accordance with the low bone mass of 

Cd36-null mice, we measured reduced plasma levels of bone formation markers, and 

histology analysis highlighted lower osteoblast perimeter and reduced bone formation 

rate (Kevorkova et al ., 2013), suggesting that osteoblastic functions were impaired in 

the absence of CD36. Although the consequence of CD36 deletion for bone status is 

documented, the exact mechanisms remain to be determined. The current study aimed 

at further investigating the impact of CD36 deficiency on bone metabolism and 

MSCs function. 

3.5 Materials and methods 

3.5.1 Animais 

Cd36-nu 11 mice on a C57BL6 background were obtained from Dr Maria Febbraio 

(Cleveland, Ohio) and were cross-bred at ]east 7 times to wi ld -type (WT) C57BL/6J 

mice purchased from Charles River (Boston, MA, USA). AU animais were kept under 

a 12 h light: 12 h darkness cycle at 25°C, with free access to food and water 

according to protocols approved by the Animal Care and Use Committee of 

Université du Québec à Montréal (#747). Cd36 genotyping was done by PCR as 

described previously (Luangrath et al. , 2008) using specifie primers for the targeted 

allele (5'-CAGCTCATACATTGCTGTTTATGCATG and 3'­

CGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATC). One to 9 month-old nuee were used 

throughout the study. 
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3.5.2 Plasma analysis 

Blood was collected into 3 mJ heparin collection tubes (68 USP, BD Bioscience, 

Mississauga, ON, Canada) by cardiac puncture of anaesthetised mice, prier to their 

euthanasia. Plas ma was obtained by centrifugation for 30 min at 2000 g and 4 °C and 

stored at -80°C until analysis. Plasma leptin and adiponectin levels were respectively 

measured by Meuse/Rat Leptin Quantiki ne ELISA Kit (R&D Systems, Burlington, 

Ontario, Canada) and Adiponectin Me use ELISA Kit (Abcam, Cambridge, UK), 

according to manufacturer's recommendations. 

3.5.3 Primary cultures and celllines 

For primary cultures of bone marrow MSCs, 4-8 week-old animais were euthanatized 

and femora and tibiae fro m WT and Cd36-null rnice were collected and carefully 

cleaned from adherent soft tissues. Bone were broken in half and centrifuged 5 min 

at 2500 rpm for the collection of bone marrow ceUs. Cell pellets were re-suspended in 

a -MEM with phenol (lnvitrogen, Burlington , Ontario, Canada) supplemented with 

20% foetal bovine serum (FBS) (NorthBio, Toronto, Ontario, Canada), L-glutamine 

(Invitrogen), penicillin/streptomycin (Invitrogen) and 0.1% fungizone (Invitrogen), 

seeded in 100 or 60-mm dishes (Sarstedt, Montreal, Quebec, Canada). Dependent on 

assay the MSCs from one mouse were seeded in 100-mrn dishes or 150,000 cell/cm2 

were seeded in 60-mm dishes. The cells were allowed to adhere fo r 5 days. Non­

adherent cells were discarded and adherent cells were washed twice with PBS and 

cultured in a -MEM upplemented with 20% FBS. MC3T3-E1 mouse preosteoblasts, 

subclone 4, were obtained from A TCC and maintained in a-MEM supplemented with 

10% FBS, L-glutamine and penicillinlstreptomycin. Cells were subcultured weekly 

and plated at the indicated densities according to assay. 
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3.5.4 Apoptosis and cell cycle assay 

Adherent MSCs were cultured in 60-mm dishes in a-MEM supplemented with 20% 

FBS until used for analysis. Cells were lifted by incubation in 0.05% trypsin-0.02% 

EDTA solution (lnvitrogen), suspended in PBS , counted with a haemocytometer. The 

cell suspensions were washed in PBS and used for apoptosis assay with Annexin 

V:FITC Apoptosi Detection Kit I (BD Biosciences, Mississauga, Ontario, Canada) 

accord ing to the manufacturer 's instructions or for cel! cycle assay by incubation with 

sta ining buffer containing RNase 0.2 mg/mL (Roche Diagnostics, Laval, Quebec, 

Canada) and propidium iodide 25 ~g/mL (BD Biosciences) in PBS for 45 min at 

37°C. After incubation, fluorescence was measured for 10,000 events per sample by 

flow cytometry (BD AccuriC6, BD Biosciences) and analys is was performed using 

BD AccuriC6 software (BD Biosciences) at day 7, 14, 21 of culture. 

3.5.5 Proliferation assays 

For proliferation assays, MC3T3-E1 cells were plated in 96-well plates (Sarstedt) at 

2,500 cells/cm2 and were cultured in a-MEM medium containing 10% FBS for 96 h. 

The adherent MSCs were left in 100-mm dishes to reach confluence, washed twice 

with PBS , and then harvested for experimentation. The MSCs were seeded at 20 000 

cells/cm2 in 96-well plates and were cultured in a-MEM medium containing 20% 

FBS for 96 h. For both cells types, medium was replaced for medium containing 2% 

FBS without or with 400, 500 and 600 ng/mL TSP-1 (R&D Systems, Minneapolis, 

MN, USA) or 10-7, 10·8, 10·9 M hexarelin (Abcam, Toronto, Ontario, Canada) for 

another 96h. Viability was evaluated before treatment (day 0) as well 96 h after with 

tetrazolium rnicrotiter assay (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). Briefly, 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl )-2,5-diphenyltetrazolium brornide (MTT) reagent was 

added to the medium at a final concentration of 0.5 mg/mL. Two hour later, 

formazan crystals generated by cellular reduction of the MTT reagent were dissolved 
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in dimethyl sulfoxide for 30 rnin at 37°C and the absorbance wa detennined at 570 

nm with a rnicroplate reader (Tecan, Mannedorf, Austria) . Cell proliferation was 

expressed as percent of absorbance vs values of day O. 

3.5.6PCR 

For gene expression analysis, bone marrow MSCs from WT and Cd36-null rnice 

were seeded in 60-mm culture di shes and incubated fo r 7 days. For Wnt3a 

stimulation assays, the MSCs from WT and Cd36-null mice were cultured in a-MEM 

medium containing 20% FBS for an additional 24 h without or with 100 ng/mL 

Wnt3a (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). Total RNA was extracted from 

cell s using TriZo l (Invitrogen) according to the manufacturer 's instructions. Reverse 

transcripti on (RT) reactions were carried out with Omniscript RT kit (Qiagen, 

Mississauga, Ontario, Canada) using hexamers as random pnmers. PCR 

amplifications for the genes of interest were conducted using specifie primer sets 

(Tab. 3. 1). Real-time PCR analys is was performed using the iCycler IQ detection 

system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and SYBR Green I (Takara, Mountain View, 

CA, USA) as a double-strand DNA- specific binding dye, using [J-microglobuline as 

reference gene. Each sample was run in triplicate, and fluorescence data were 

collected at the end of the extension tep in every cycle. To ensure specifie 

amplification, a melting curve was calculated fo r each PCR reaction by increasing the 

temperature from 60 to 95°C with a temperature increment rate of 0.5°C/10 seconds. 

Fold induction and expression levels for all gene were calculated using the 

comparati ve CT method [i.e. , 11(2L1CT), where L1CT is the difference between CT 

target and CT reference] after normalization to [J-microg lobu.line expression leve!, 

and data were analyzed using optical system software Version 3. 1 (Bio-Rad). 
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3.5.7 Statistical analysis 

Data are expres ed as mean ± SEM . Stati sti cal difference between groups were 

furth er evaluated by Student T-test or two-way ANOVA with Bonferroni post test 

using GraphPad Prism 5.0 Software. Difference were con idered ignificant at 

P:S0.05. 

3.6 Results 

3.6.1 Leptinemia and endochondral ossification 

Since our prev ious results demonstrated lower body weight and a global reduction of 

visceral adipose ti sue (Kevorkova et al. , 2013) - the primary source of leptin (Park et 

Ahima, 2014), - we measured ba al unfasted leptinemia in mice of both genotypes . 

As hown in Fig. 3. 1A, pla ma leptin was constantly lower in Cd36-null rnice 

compared to corresponding WT mice aged up to 6 months. Adiponectin level were 

unaffected, therefore causing a ignificant decrease in the leptin-to-adiponectin ratio 

(Fig. 3.1B, C). Leptin levels were positi vely correlated with total weight in WT mice; 

this correlation wa very weak in younger Cd36-null mice, but stronger at 6 months 

of age (Fig. 3. 1D, E). 

Interestingly, we mea ured a 2-fold decrease in Lep gene expression in bone marrow 

deri ved MSCs from the null mice compared with their WT counterparts (Fig. 3.2A). 

Leptin has been postulated to be a modulator of endochondral ossification (Kume et 

al. , 2002), which led u to furth er investigate skeletal development in null mi ce. It 

wa fo und that the expression of the chondrogenic transcription fac tor Sox9 was 

increa ed in Cd36-null MSCs (Fig 3.2B); however, the expression of the chondrocyte 

marker Col-lia by null cells was sirnilar to cells from WT rnice (Fig. 3.2C). As 
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shown in Fig. 3.2E, growth plate morphology and thickness was comparable between 

Cd36-null and WT mice; moreover, our previous results report similar femur and 

tibia length in Cd36-null and WT mice at 1-3 months of age (Kevorkova et al., 2013). 

3.6.2 Cell proliferation and survival 

Since our previous results indicated reduced bone formation rate and impaired 

functions of Cd36-null MSCs (Kevorkova et al., 2013), we further characterized the 

in vitro behavior of MSCs lacking Cd36. There was no difference in number of total 

bone marrow MSCs per mouse at seeding (Fig. 3.3A). As shown in Fig. 3B, at day 7 

post seeding the rates of proliferation and apoptosis of Cd36-null and WT MSCs 

were similar; however at day 14 and 21 Cd36-null MSCs showed reduced cell 

number, accompanied by a higher percentage of apoptotic cells relatively to WT 

cells. Indeed, apoptosis of adherent cells was increased almost 3-fold in Cd36-null 

MSCs when compared to WT MSCs at day 14 (5.3 %±1.3% vs 1.6%±0.4%) and over 

3-fold at day 21 (7.2%±1.0% vs 2.9%±0.5%) . Moreover, the level of apoptotic and 

necrotic cells in supernatant was nearly 3 times greater at day 21 post seeding in null 

MSCs (27.3 %±0.5%) compared to WT cells (11.5 %±2.3%) (Fig. 3.3C). Gene 

expression of cyclin (Ccn) A2 and Dl was significantly higher in Cd36-null MSCs 

under basal conditions, suggesting deregulation of cell cycle (Fig. 3.3D). However, 

the proportion of cells in the different stages of cell cycle was however comparable 

between both genotypes (Tab. 3.2). We therefore explored how the null cells behaved 

in the presence of known CD36 ligands. 

3.6.3 Effects of CD36 ligands 

Given that TSP-1 and hexarelin are two major ligands for CD36 (Park, 2014) , we 

investigated their effect on cell behavior in vitro. In order to verify the effect of these 
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ligands on osteobla tic cells, we evaluated cell survival in the MC3T3-E l cell line 

following a 96 h incubation with increasing amounts of each agent. As shown in 

Figure 3.4A and B, both hexarelin (from 10-9 to 10-7 M) and TSP-1 (at 500 and 600 

ng/mL) increased MC3T3-E l cell prolifera tion by about 50% compared to untreated 

control. Afte r treatment with TSP-1 at 600 ng/mL and hexarelin at 10-9 M, a marked 

enhancement of proliferation was observed in WT but not in Cd36-null MSCs (Fig. 

3.4C, D). Since both ligands are known to induce the expression and/or activity of the 

PP AR y transcription factor through binding to CD36 (Demers et al. , 2008), we 

investigated whether the expression of thi s fac tor was affected in the nul! cells. 

It was found that Ppary is overexpressed in Cd36-null MSCs (Fig. 3.5A); moreover, 

Gli-1, a member of SHH ignaling pathway implicated in angiogenic diffe rentiation 

of bone marrow deri ved cells (Renault et al. , 2010) was also upregulated in Cd36-

null MSCs (Fig. 3.5B). Another possible important transcription fac tor in the 

regulation of cel! cycle is forkhead-0 1 (FOXO 1) which is implicated in a wide range 

of cellular and developmental processes (van der Vos et Coffer, 2008). Foxol was 

over-expre sed by 2.5 fo ld in Cd36-null MSC compared to WT cells counterpart 

(Fig. 3.5C). Interestingly, both GLI-I and FOXOl have been reported to interact with 

the Wnt signaling pathway (Iyer et al. , 2013; Nakamura et al., 2013); considering the 

importance of Wnt signaling in bone metaboli sm, we explored whether thi s pathway 

was affected by CD36 deficiency. 

3.6.4 Wnt signaling pathway 

Since Wnt signaling ha been identified as a major pathway in MSCs comrnitment 

and differentiation in to the osteoblasti c lineage (Gordon et Nu se, 2006) , we analysed 

this pathway in WT and Cd36-null MSCs. A hown in Fig. 3.6A, gene expression of 

Wnt receptor Lrp5/6 and Wnt secreted ligand Rspo-2, was comparable in both 
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genotypes. However, gene expression of Wnt3a and WntS ligands in Cd36-null MSCs 

were reduced by 40% and 50%, respectively, compared to WT cells (Fig. 3.6B). 

Moreover, gene expression of Sost and Dkkl , two antagonists of the Wnt pathway, 

were increased by 1.8 and 3.4-fold, respectively (Fig. 3.6C). Basal expression level of 

Axin2 was identical in WT and Cd36-nu11 MSCs, but gene expression of Lefl in 

unstimulated cells was lower in CD36 deficient cultures (Fig. 3.7 A, B). Because 

Wnt3a is classically used to induce Wnt target-genes, we tested whether lack of Cd36 

impaired the Wnt canonical pathway; Wnt3a treatment generated a similar genetic 

upregulation of transcriptional gene target Axin2 in WT and Cd36-null MSCs (Fig. 

3.7B). 

3. 7 Discussion 

We recently reported irnpaired bone formation in the long bone and vertebrae of 

Cd36-null mice (Kevorkova et al., 2013); the present tudy further investigated the 

role of CD36 in the physiology of bone marrow-derived MSCs. Our results indicate 

that, concomitantly to low leptinemia, CD36 deficiency causes a drastic increase in 

number of apoptotic and necrotic MSCs, as well as significant Joss of viability in 

vitro. Moreover, the expression of Ppary, a target-gene of CD36, as well as that of 

Wnt signaling ligands was affected by CD36 deficiency. 

Nurnerous systemic and local factors influence bone homeostasis, such as the peptidic 

hormone leptin known to regulate bone mass via central and peripheral rnechanisms. 

In vitro, leptin stimulates osteobla t proliferation and differentiation while inhibiting 

osteoclastogenesis. In vivo, peripheralleptin administration increases bone rnass and 

reduce bone fragility (Cornish et al. , 2002; Turner et al., 2013), and increases 

periosteal bone formation and commitment of MSCs towards osteoblasts (Thomas et 

al., 1999). Circula ting leptin is rnainly secreted by adipose tissue (Zhang et al., 1994) 
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and Cd36 deficient nuee have lower body mass (Kevorkova et al. , 2013) and 

decreased adipogenesi (Vroegrijk et al. , 2013). Our results indicate decreased 

plas ma leptin levels without any changes in adiponectin leve! in Cd36-null mice. 

Moreover, the body mass-to-leptinemia correlation, usually positive (Monti et al. , 

2006), is severely stunted in the three month-old null mice. There are discrepancies 

concerning leptin levels in the Cd36-null mouse model, which has been reported to be 

either hypo- (Ibrahimi , 2003) or hyperleptinemic (Hajri et al. , 2007). These 

differences could be linked to di et type and various lev el of phys ical ac ti vity; 

however, genetic context has likely the most impact, as each strain shows different 

ba al metabolism levels (Sedova et al. , 201 2) . Either condition however point 

towards di srupted energetic balance mainly linked to the fatty acid uptake functions 

of CD36 (Hajri et al., 2007). 

As it was previously shown, Cd36-null MSCs have reduced osteogenic potential 

(Kevorkova et al. , 2013). Since leptin is known to couple energy and bone 

homeostasis (Karsenty, 2006; Yadav et Karsenty, 2009), namely during the 

endochondral ossification process (Kume et al., 2002; Ki shida et al. , 2005), we 

investigated whether leptin and chondrogenic markers expression in marrow cells 

was altered by CD36 deficiency. Our results indicate decreased leptin expression yet 

an increa e of chondrogenic transcription factor Sox9 in MSCs derived from Cd36-

null mice. However, the expression of Col-llo., a marker of mature chondrocyte, and 

growth plate morphology did not indicate any other alteration. Interestingly, previous 

data showed decreased Osx and Runx2 gene expression by Cd36-null MSCs 

(Kevorkova et al., 2013). The expression of both markers in osteoblas ts is influenced 

by exposure to leptin (Zhou et al. , 201 2) or by circulating leptin levels (Kalra et al., 

2009). Combined with the present data, these alterations can indicate a delayed 

transition from osteochondroprogenitor to osteoblas t manifes ted by increased 

chondrocyte recruitment and an increase in cartilage growth plate. Growth plate 

thickness was comparable for Cd36-null and WT mice. The hypertrophie zone was 
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slightly larger in null rrùce, but was not stati stically ignificant (data not shown). This 

mild alteration could involve CD36-dependent secretion of TNFa (Cai et al. , 2012). 

Indeed, the TNF-a receptor 1 has been associated to new endochondral bone 

formation in adult rrù ce (Lukic et al. , 2005). Moreover, TNF-a is known to induce 

leptin expression and secretion (Finck et Johnson, 2000); endochondral ossification 

of the Cd36-null mouse could therefore be delayed by lower leptin level. 

Our data also show lower proliferative potentiaJ of Cd36-null MSCs, as reported 

previously in severa! other tissues (Fen·acini et al. , 2013; Vroegrijk et al. , 2013; Woo 

et al. , 2012; Won et al. , 2008) . Deletion of CD36 exacerbates injury after acute focal 

stroke in neonatal rrùce (Woo et al. , 2012) and diminishes removal of apoptotic cells 

by macrophages (Ferracini et al. , 2013). Cd36-null macrophages also show a 

decreased antigen-specific plasma cell generation with lower number of phosphoryl 

choline specifie plasma cells (Won et al., 2008). CD36 deficiency promotes 

decreased adipocyte size in fat pads and impaired adipocyte recruitment from 

precursor pools (Vroegrijk et al., 2013). The exact mechanisms by which CD36 

regulates cell activity are still not fully elucidated. Cell cycle progression is crucial 

for both proliferation and differentiation ; however, our results indicate that CD36 

deficiency does not alter the percentage of MSCs in each cel! cycle phase. The cell 

cycle is a multi-stage process, regulated by a variety of factors, such Ccn, Ccn­

dependent kinases and Ccn-dependent kinase inhibitors. The CcnD is essential for 

entry in G J phase (Sherr, 1994 ), as CenE and Cc nA regula te progression from G 1 

into S phase (Ohtsubo et al., 1995). Sorne studies also revealed a relationship 

between the leve! of CcnA expression and apoptosis (Adachi et al. , 2001; Rivera et 

al., 2006; Wang et al. , 2009 ; Zuryn et al. , 2007). Pro-apoptotic role of CcnA2 was 

shown in human erythroleukemic cell line (Wang et al. , 2009) . Our re ults indicate 

increased level of apoptosis in the adherent cell s and greater number of necrotic cell 

in the supernatant accompanied by augmented gene express ion of CcnA2 and CcnDJ 

in Cd36- nul1 MSCs. Along with the impaired proliferation, these data agree with the 
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aforementioned tudies stating the cell s and tissue dysfunctions induced by lack of 

CD36 (Eto et al., 2003; Vroegrijk et al., 2013; Won et al., 2008). 

As Cd36-null cell how impaired basal proliferation and higher apoptosis, we 

investigated their re ponse to known CD36-specific ligands. Hexarelin is a synthetic 

peptide of the growth hormone-releasing peptides famil y known to exert 

cardiovascular effects through CD36 binding (Bodart et al. , 2002). TSP-1 1s an 

antiangiogenic fac tor reported to inhibit tube fo rmation by bone marrow-derived 

angiogenic cells in vitro via a CD36-dependent mechani m (Wang et al. , 2013).0ur 

data show that expo ure to hexarelin or TSP-1 enhances MC3T3-E1 preosteoblast 

and WT but not Cd36-null MSCs proliferation. We can hypothe ize that CD36 is not 

only implicated in balance between proliferation and apopto is under basal 

condition , but al o in ligand-induced proliferative re ponses of bone marrow deri ved 

MSCs. To conclusively support a specifie role fo r CD36 in cell proliferation, the 

respon e of Cd36-null MSCs to other growth fac tors independent of CD36 such as 

FGF or PDGF could be investigated. 

A common downstream factor involved in hexarelin and TSP-1 binding to CD36 is 

PPARy (Demers et al., 2008; Zhang et al. , 2014); we therefore verified whether its 

basal expres ion was altered by Cd36 deficiency. Since the tran cription factor 

PPARy regulates commitment of MSCs towards adipogenesis (Fakhry et al., 2013), 

over-expre ion of Ppary in Cd36-null MSCs should Jead to increased adi posity, 

which is not the case given that fat reserve is reduced in the Cd36-null mice. PPARy 

is also known to be involved in cell growth and its activation prornotes apoptosis and 

cell cycle arrest (Elrod et Sun, 2008). Thus, increased cell s apoptos is and lower 

proliferation leading to low bone rnass and decreased adipogenesis may be related to 

over expression of Ppary in Cd36-null MSC . We al o observed increased expression 

of transcriptional fac tor Gli-1 in Cd36-null MSC . GLI-I induces the expression of 

downstream target molecules in the SHH pathway that govem embryonic va cular 
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development and regulate injury-induced angiogenesis in adult ti sue (Renault et al. , 

2010). It was recentl y reported that SHH signaling protein , including Gli-I, are 

upregulated in Cd36-null bone marrow angiogenic cells sugge ting implication of this 

pathway in CD36' regulati on of angiogenesis (Wang et al. , 2013). Our previous 

study demonstrates Runx2 downregulati on in Cd36-null rnice (Kevorkova et al., 

2013). Interestingly, Cbfal/Runx2 deficient mice show reduced ba ne angiogenesis, 

diminished blood vessel in vasion and lack of VEGF and VEGF receptor expression 

in hypertrophie chondrocytes (Zelzer et al. , 2001 ). Moreover, inadequate bane 

vascularity is associated with decrea ed bone fo rmation and ba ne mass (Portal-Nunez 

et al ., 201 2) . Addi tional studies are required to evaluate the angiogenesis status in 

Cd36-null bone. 

Our data show upregul ation of Foxol in Cd36-null MSCs. Thi s findin g agrees wlth 

reports that Foxol overexpression in MC3T3-El cells reduces proliferation (Siqueira 

et al. , 2011 ). Moreover, FOX01 was fo und to contribute to apopto i . In nurnerous 

cell types, acti vation of the FOXO farnily leads to apopto is, particularl y when lts 

expression or acti vation is prolonged. FOX0 1 induce the expre sion of a large 

nurnber of proapoptotic mediators such as TNF-a, FAS ligand , TRAIL and caspases 

(Alikarrti et al. , 2005 ; Giley et al. , 2003). Diabetic mke show increa ed chondrocyte 

apoptosis through enhanced production of TNF-a and FOXOl activation (Kayal et 

al. , 2010). Increased number of apoptoti c cells leads to secondary necrosis, which in 

turn release cytotoxic factors that alter cell behavior and function (Elliott et 

Ravichandran, 201 0). Thus, we canna t exclude increa ed cytotoxin accumulation in 

prolonged culture of Cd36-null MSCs which result in fo rmation of apoptotic and 

necrotic cell s. In addition, CD36 i implicated in cell adhes ion (Oquendo et al. , 

1989), consequentl y the increased necrotic cell number may be related to impaired 

MSCs adherence. Sorne tudie tate a vital relationship between FOXOs and Cens; 

these fac tors are believed to stabilize the G 1 and G2/M cell cycle checkpoints by 

inhibiting CcnD and CcnA (for a rev iew, see (Ho et al., 2008)). As a re ul t, apoptosis 
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and pro liferat ion of Cd36-null MSC may be altered due to up-regulation of CcnA2 

and Dl , coupled to PPARy-induced overexpression of Foxol. In addition , 

constitutively active FOX01 inhibits the differentiation of pre-adipocytes into mature 

adipocytes (Nakae et al., 2003) , potentially explaining the Cd36-null mice 

lipodystroph y. 

It was recently proposed that Wnt signaling is partially regulated by Foxo 

transcription factors (Almeida et al., 2007 ; Iyer et al., 201 3). The increased Foxol 

expression in Cd36 deficient MSC hinted at potential alterations of Wnt signaling. 

We therefore studied the expression of major Wnt pathway molecul e . No change 

was observed in the expression of Rspo2 and Lrp5!6 co-receptors. However, the 

Wnt3a and Wnt5a agonist was found to be 40% less expre sed in Cd36-null cells. 

Furthermore, Wnt antagonists Sost and Dkkl expression was increased over 2-fold 

compared to WT cells. Thus, the deregulation of Wnt pathway members may be 

explained, at !east in part, by Foxol increased expression in Cd36-null mice. Sost and 

Dkkl both inhibit osteoblast function and bone formation by competing with Wnt for 

binding sites to LRP5 and LRP6. Transgenic mice overexpre sing human SOST 

exhibit lower bone mass (Loot et al., 2005), as SostKO mi ce demonstrate higher 

bone mass with increased bone forma ti on (Li et al. , 2008). Similarly, Dkkl 

haploinsufficiency promotes bone fo rmation through increased W nt canonical 

signaling (Morvan et al ., 2006), as its overexpression lead to a low bone mass 

phenotype related to reduced bone formation (Li et al. , 2006; Yao et al. , 2011). 

Binding of B-catenin to FOXOs diverts TCF-mediated to FOXO-mediated 

transcription, decreasing osteoblastogenesis in vitro (Almeida et al., 2007) and 

attenuating B-catenin/TCF transcription in osteoblast progenitors in vivo (Iyer et al., 

2013). Activation of the Wnt pathway leads to increased express ion of Axin2, which 

acts a a negative regulator of canonicaJ Wnt signalîng through the promotion of P­
catenin degradation . Targeted disruption of Axin2 in mice accelerates osteoblast 
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proliferation and differentiation , and leads to increased matrix mineralization (Yu et 

al., 2005; Yan et al., 2009). Our results show comparable leve! of gene expre sion of 

Axin2 in WT and null MSCs under basal conditions, as weil as following Wnt3a 

stimulation . However, the expression of Lefl transcription factor, which mediates the 

nuclear response to Wnt signais, was diminished in Cd36-null MSCs before 

treatment, yet reached comparable levels to WT following Wnt3a stimulation, 

suggesting a similar response for both genotypes. The measure of Wnt signaling 

activity is needed to clarify the implication of canonjcal Wnt pathway in Cd36-null 

rruce bone metabolism. Activation of Lefl by ~-catenin leads to transcription of 

numerous target genes involved in cell proliferation, including CcnD and c-myc 

(WestendOtf et al., 2004). In light of this function, Lefl KO mice are smaller than 

control littermates, display multiple defects in tissues formed from epithelial and 

mesenchymal progenitors and die shortly after birth (van Genderen et al., 1994). It 

has al o been reported that Lefl haploin ufficiency generates a low bone mass 

phenotype caused by reduced osteoblast function (Noh et al. , 2009). 

Combined, our findings suggest a significant contribution of CD36 to bone 

homeostasis, both by directly influencing proliferation and apoptosis of marrow cells, 

and through systemic modulation of energy metaboLism. MSCs lacking CD36 exhibit 

altered expression of genes involved in the modulation of SHH signaling, cell cycle 

regulation and canonicat Wnt ligands, leading to impaired osteoblast function and 

reduction of bone mass in Cd36-null mice. The exact mechanisms by which CD36 

modulates bone mass involve the crosstalk between severa} pathways. Future studies 

are needed to investigate further the relationship between CD36 and Wnt signaling 

molecules. 
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3.9 Tables and Figures 

Table 3.1 : Sequence of primers for genes expression 

Gene Prim ers Accession 
number 

Axin2 F: 5 ' -CCTGACCAAACAGACGACGA-3 ' AF205 889.1 

R: 5 ' -CACCTCTGCTGCCACAAAAC-3 ' 

P- F: 5' -TACTCACGCCACCCACCGGAG-3 ' NM_009735. 

microglobulin R: 5 ' -GCTCGGCCATACTGGCATGCT -3 ' 
3 

CcnDl F: 5' -CAAAATGCCAGAGGCGGATG-3' NM_00763 1. 

R: 5' -GAAAGTGCGTTGTGCGGTAG-3 ' 
2 

CcnA2 F: 5' -ACCTGCCTTCACTCATTGCT-3' NM_009828. 

R: 5 ' -AGGTCTGGTGAAGGTCCACA-3 ' 
2 

Dkkl F: 5 ' -CGGTTCTTGGCCGTGTTTAC-3 ' JN966751 .1 

R: 5 ' -GAGCAGT ACTCGTCAGAGCC-3' 

Foxol F: 5'-GCTCTGTGCGCCTAAGTACA-3' NM_Ol 9739. 

R: 5' -CCGATGGACGGAATGAGAGG-3 ' 
3 

Gli-1 F: 5 ' -GGTCTCGGGGTCTCAAACTG-3' NM_Ol0296. 

R: 5' -TGTAGTGCTGAGCAGGTGTG-3 ' 
2 

Lefl F: 5' -TTCAAGGACGAAGGCGATCC-3 ' NM_OI0703. 

R: 5' -CTCTGGCCTTGTCGTGGTAG -3 ' 
4 

Lep F: 5' -TGCGGCCCAGGAGAGGTGAG-3 ' NM_008493. 

R: 5' -AAGCAGCACCCCAGGAGCCT-3' 
3 

LrpS F: 5' -AAGGTTGTCGGAACCAACCC-3 ' NM_00851 3. 

R: 5 ' -CCTCGGGGATTA TGCAGGTC-3 ' 
3 

Lrp6 F: 5'- TCCAACGTGTTCTCCTCAGC -3 ' NM_0085I 4. 

R: 5' - CATCGCCATTGACTCGAAGG-3' 
4 

Ppary F: 5' - CTGCTCAAGTATGGTGTCCATGA- 3' NM_OOII 273 

R: 5'-TGAGATGAGGACTCCATCTTTATTCA-3' 
30.2 

Rspo2 F: 5' -AGCGAATGGGGAACGTGTAG-3 ' N M_ l728 15. 

R: 5' -CTTGCATCTCCTGGACTCCG-3' 
3 

Sost F: 5' -CAGGAATGATGCCACAGAGGT-3' NM_024449. 

R: 5 '-GTCTGTCAGGAAGCGGGTG-3' 
6 

Sox9 F: 5 ' -CCACCA TGTCGGAGGACTCG-3 ' NM_OII 448. 

R: 5' -GGATGCACACGGGGAACTT-3' 
4 
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Wnt3a F: 5' -CCTCCGCTGGAGTAGCTTTC-3 ' NM_009522. 

R: 5 ' -GTTGTGACGGTTCA TGGCAG-3 ' 2 

WntSa F: 5'-GTGATGCAAATAGGCAGCCG-3' NM_009524. 

R: 5' -AGCGTGGATTCGTTCCCTTT-3' 3 

Table 3.2 : Cell cycle analysis by cytometry 

Day: 7 14 21 

Genotype: WT KO WT KO WT KO 

Phase 
GO/G1 

87.9±3 .6 87 .8±1.7 90.6±1.2 90.8±2.4 90.9±5 .5 88.5±4.7 

Phase 
S/G2/M 

11.9±3.4 11.2±1.2 9.4±1.2 8.9±2.8 8.2±4.8 11.0±4.5 
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1-3 6-9 
Age groups (mo) 

Plasma levels of leptin A) and plasma leve! of adiponectin B) were measured by 
ELISA in fas ting 1-9 months-old WT and Cd36-null mice (n2:5 per group). 
Leptinladiponectin ratio was reduced in Cd36-null mice C). Correlation between total 
body weight and plasma leptin level was observed in 3-6 month-old Cd36-null mice 
(n=9) D-E). Data represent mean ± SEM. Student t-test: *P<O.OS , **P<O.Ol , 
***P<O.OOl compared to WT mjce. 
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Co/2a 

nu li 

Gene expression of Lep in MSCs from WT and Cd36-null mice (n=5) (A) . Gene 
expression of, Sox-9 (B) and Col-lia (C) in MSCs from WT and Cd36-null mice 
(n=4). Bone sections were used to evaluate grown plate thickness (n=5) (D-E). RZ­
resting zone, PZ-proliferative zone, HZ-hypertrophyc zone. Data represent mean ± 
SEM. Student t-test: *P<O .OS compared to WT mice. 
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Figure 3.3 : Proliferation and apoptosis of Cd36-null bone marrow MSCs 
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Cell count at day 0 of culture A). Cell count or apoptosis assay B) were performed on 
MSCs isolated from bone marrow of WT and Cd36-null mice after 7, 14 and 21 days 
of culture in differentiation medium. Apoptotic and necrotic MSCs number at day 21 
of culture C). Gene expression of CcnA2 and CcnDJ in MSCs from WT and Cd36-
null mice (n=4). Data represent mean ±SEM of 4 independent experiments. Student 
t-test: *P<O.OS , **P<0.01 compared to WT mice. 
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Figure 3.4 : Effect of hexarelin and TSP-1 treatment on MC3T3-El cells and 
WT and Cd36-null bone marrow MSCs 

Proliferative response of MC3T3-E1 on 96h hexarelin A) and TSP-1 B) treatment 
(n=3-4) . Proliferative response of bone manow derived WT and Cd36-null MSCs on 
96h hexarelin C) and TSP-1 D) treatment (n=3-4). Data represent mean ± SEM. 
Student t-test: *P<O .OS, ***P<O.Oül compared to WT mice, tP<0.05 compared to O. 
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Figure 3.5 Disbalance of Ppary and its co-regulators expression in Cd36-null 
mice 

Gene expression of Ppary A), Gli-1 B) and Foxol C) in MSCs from WT and Cd36-
null mice (n=4) . Data represent mean ± SEM. Student t-test: *P<0.05, **P<O.Ol 
compared to WT mice. 
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Figure 3.6 : Member of Wnt signaling pathway in WT and Cd36-null bone 
marrow MSCs 

Real-time PCR analysis for Lrp5 and Lrp6 receptors and Rspo2 A). Wnt pathway 
ligands Wnt5a and Wnt3a expression B). Expression of Wnt pathway antagonistes 
Dkkl and Sost (n=4-6). Data represent mean ± SEM. Student t-tes t: *P<0.05, 
**P<O.Ol compared to WT mice. 
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Figure 3.7 : Wnt signalling response in WT and Cd36-null bone marrow MSCs 
after 24h stimulation with Wnt3a 

Real-time PCR analysis for Wnt pathway transcription tru·gets Lefl A) and Axin2 B). 
Data represent mean ± SEM. Student t-test: *P<0.05 , compared to WT rnice, 
~P<O .OS , ~~P<O.Ol , ~~~P<O .OOl compared to non- timulating MSCs. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION, CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

4.1 Discussion 

Chez les vertébrés la masse osseuse reste constante après la fin de la période de 

croissance osseuse linéaire grâce à un processus complexe et dynamique appelé 

remodelage osseux reposant sur l 'équilibre de deux mécani smes: la résorption et la 

fo rmation osseuses. Cet équilibre est primordial afin de préserver les propriétés 

biomécaniques du tissu osseux et d 'assurer l' homéostasie minérale ainsi que de 

réparer les fractures. Tout déséquilibre du remodelage osseux est à 1 'origine de 

pathologie qui peuvent être ostéopénique ou ostéocondensantes. L ' ostéoporose est 

une des complications les plus graves du déséquilibre du remodelage osseux. Cette 

condition a un impact négatif sur la qualité de vie des personnes atteintes en plus 

d 'être un fardeau économique important pour le système de santé. L 'ostéoporose est 

1 'atteinte dégénérati ve la plus fréquente dans les pays développés et son incidence est 

en constante augmentation avec le vieillissement progressif de la population générale. 

L'étude de la régulation du remodelage osseux dev ient primordiale afin de mieux 

comprendre les mécanismes menant à la perte de la masse osseuse et à 1 'ostéoporose. 

Ainsi, la compréhension des mécanismes fo ndamentaux de signalisation cellulaire et 

de régulation des fo nctions ostéoblas tiques est importante pour le développement de 

meilleures approches médicales pour la prévention et le traitement de 1 'ostéoporose. 

CD36 est impliqué dans plusieurs processus biologiques, entre autres, dans le 

métabolisme des acides gras, des lipoprotéines, dans l' athérosclérose, la thrombose, 

l' inflammation et la vascul ari sation (Baranova, 2008; Daviet et McGregor, 1997; 

S ilverstein et Febbraio, 2009). Son rôle est grandement étudié dans la biologie des 

macrophages, des adipocytes, des thrombocytes, des myocytes et plusieurs autres 

types cellulaires (Abu1111·ad et al. , 2000; Apostolov et al. , 2009; Febbraio et al. , 1999). 

Toutefois l ' imp li cation de CD36 dans le métabolisme osseux ainsi que son rôle dans 
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la biologie des ostéoblastes ne sont pas encore élucidés. Nous présentons dans ce 

travail des résultats soulignant l' importance de CD36 dans le maintien de la masse 

osseuse, son rôle au ni veau de la prolifération et de la survie des CSM, ainsi que son 

influence sur la vo ie de signalisation Wnt associée à 1 'ostéogenèse. 

4.1.1. La déficience en CD36 est associée à un phénotype ostéoporotique 

La formation osseuse est principalement dépendante du nombre d'ostéoblastes 

différenciés. La différenciation et le fonctionnement ostéoblastiques sont sous le 

contrôle d 'agents systémiques et locaux , tels que les facteurs de transcription, les 

interactions cellulaires et matricielles, les hormones et les peptides de croissance. ll 

est important de souligner qu ' il n'existe aucun facteur de croissance ni aucune 

cytokine spécifique au tissu osseux et que tous ces facteurs sont susceptibles d 'agir 

sur d'autres organes. Dans les maladies ostéoporotiques, la balance osseuse est 

déséquilibrée plutôt dans le sens d 'un défaut de la formation osseuse par les 

ostéoblas tes. Les travaux cliniques ont montré que, dans la pathologie ostéoporotique, 

le déficit de formation osseuse est lié à une diminution de la prolifération des 

ostéoblastes, et non à une différenciation incomplète de ces cellules . Donc, la 

réduction du nombre d 'ostéoblastes est un de facteurs à 1 ' origine de 1 'ostéopénie et de 

la faible masse osseuse (Marie et Kassem, 201 1). Dans cette optique, nos résultats 

sont en accord avec ce mécanisme de la diminution de la masse osseuse. L'étude 

histo logique de coupes d 'os après une détection de la TRAP ou de l' ALP indique 

pour la première fois que 1 'absence de CD36 chez les souris mène à une diminution 

du nombre d 'ostéoblastes sans avo ir d 'effet sur le nombre d 'ostéoclastes. Au cours 

des processus ostéoporotiques 1 'architecture des trabécules de 1 'os spongieux se 

modifie: l 'espace entre les trabécules osseuses s'accroît, entraînant une disjonction 

de celles-ci ce qui contribue à fragiliser l' os (Raisz, 2005). Le données cliniques 

suggèrent que la perte d'os trabéculaire pourrait se situer entre 30% et 50% chez les 
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femmes âgées de 40 à 80 ans. Ces anomalies apparaissent particulièrement au niveau 

de 1 'os trabéculaire des vertèbres lombaires (Guglielmi et al., 2011 ). En accord avec 

ces observations, les souris Cd36KO ont une masse osseuse diminuée associée à une 

augmentation de la porosité de la portion trabéculaire des os longs et des vertèbres, 

plus accentuée dans le fémur. Par ailleurs, on a constaté que la partie trabéculaire du 

fémur est plus affectée que la partie corticale chez les souris Cd36KO. ll est connu 

que le renouvellement global du squelette est p lus rapide pour l 'os trabéculaire (25% 

par an), que pour l'os corti cal (3 à 4% par an). Pour cette raison, la perte de la masse 

osseuse serait plus prononcée dans des sites où il existe une proportion relativement 

importante d 'os trabéculaire. Pour compléter l'étude du phénotype o seux chez les 

souris Cd36KO, il serait in téressant de réali ser des te ts biomécaniques de résistance 

osseuse. 

4.1.2 La production de marqueurs de formation osseuse est diminuée chez les 

souris Cd36KO 

L'activité ostéoblastique mène à la production et à la sécrétion dans le sang de 

molécules caractéri stiques de la prolifération cellulaire ai nsi que de la maturation et 

de la minéralisation de la matrice extracellulaire (Risteli et Risteli , 1993). Les 

dosages des marqueur de formation et de résorption osseuse fournissent une source 

additionnelle d ' info rmations utiles au diagnostic et au contrôle de l'effi cacité du 

traitement de l'ostéoporose (Delmas et al., 2000). ils sont aussi utilisés afin de prédire 

le risque de frac ture sous traitement (Lane, 2006) . 

L'activité des ostéoblastes induit la production d 'OCN et d 'un indicateur de la 

synthèse de COL-I, le PINP, qui se libèrent lors de la mi néralisation de la matrice. 

Ces deux facteurs constituent les marqueurs sensibl es et spécifi ques d 'activité 

ostéoblastique. Malgré que 1 'expression de Col-l soit comparable entre les souri s WT 
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et Cd36KO, nos résultats ont révélé une dirn.lnution des niveaux de PINP et d 'OCN 

dan le sang des souris Cd36KO, ce qui uggère une altération du fonctionnement des 

ostéoblaste en absence de CD36. L 'expression génique ne refl ète pas toujours la 

quantité d 'une protéine. L'éva luation de COL-I par immunobuvardage du type 

Western pourrait clarifier on ni veau dan les os des souri s Cd36KO. Le taux 

plasmatique d ' un autre facteur ostéoblastique, 1 ' ALP, démontre une tendance vers la 

baisse non signifi cati ve chez les souri s Cd36KO. La mesure de l' ALP sanguine ne 

permet pas de différencier les isofo rmes osseuse, hépatique ou encore rénale. L ' ALP 

d' origine osseuse est prédominante chez les enfants et les adolescents, tandi s que 

chez les adultes presque la moitié de I' ALP sanguine est d 'origine hépatique (van 

Hoof et De Broe, 1994). Donc, cette légère diminution du niveau de l' ALP 

plasmatique chez les souris Cd36KO pourrait être due à la réduction de l' ALP 

osseuse. En accord avec l'observati on d ' un nombre d ' ostéoclaste comparable entre 

les ouris WT et Cd36KO, de taux normaux de la TRAP et du télopeptide C­

terrn.lnal du COL-I (CTX) qui témoignent de l'acti vité ostéoclastique ont été détecté 

chez les ouris déficientes en CD36. No résultats démontrent donc une réduction de 

la concentration de marqueurs de fo rmation osseuse chez les souri s Cd36KO, 

probablement due à l'a ltérati on de la fo nction ostéoblastique ce qm affecte la 

formation osseuse et méne à une faible ma e osseuse. 

4.1.1.3 L'influence des lipides, de l'adiposité et de la leptine sur le phénotype 

osseux des souris Cd36KO 

Le maintien de l'équilibre osseux nécessite aussi l' intervention de nombreuses 

hormones qui agissent au ni veau local ou sy témique (Manolaga , 2000). Le fait que 

la leptine soit considérée comme un fac teur régulant le remodelage osseux nous a 

amené à évaluer se concentrati on pla matiques ain i que celle de 1 'adiponectine 

chez les souri WT et Cd36KO. No résultats démontrent que 1 'ablation de CD36 
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provoque une diminution du mveau de leptine sans aucun effet sur le niveau en 

adiponectine. La leptine est une adipokine sécrétée principalement par les adipocytes 

matures du tissu adipeux et de nombreuses études chez l'humain et la souris ont 

montré 1 'existence d'une étroite corrélation entre son taux plasmatique et 1 'état des 

réserves adipeuses (Friedman et Halaas, 1998; Murray et al., 2000; Suzuki et al. , 

2008). Nos résultats ont révélé une réduction de 1 'adiposité chez les souris Cd36KO. 

Une diminution du nombre et de la taille des adipocytes a été rapportée chez les 

mêmes souris (Vroegrijk et al. , 2013). Les données récentes suggèrent 1 ' importance 

de CD36 dans la formation du tissu adipeux. En effet, 1 'expression de Cd36 augmente 

lors de la différenciation de la lignée cellulaire pré-adipocytaire 3T3-F442A en 

adipocytes matures, tandis que l ' interférence par ARN ciblant Cd36 (siARN-Cd36) 

empêche leur différenciation adéquate. En plus, la formation de nova des coussins 

adipeux a été réduite chez les souris NUDE injectées avec des pré-adipocytes 3T3-

F442A traités avec des siARN-Cd36 (Christiaens et al., 201 2) . La concentration de la 

leptine est aussi en con élation positive avec l ' indice de masse corporelle (Monti et 

al. , 2006). Les sécrétions de leptine sont ainsi augmentées chez les obèses et 

diminuées chez les individus maigres. Les souris Cd36KO présentent une faible 

masse corporelle et une diminution du tissu adipeux qui pourrait être à 1' origine du 

niveau réduit de leptine circulante. 

La leptine est liée à la croissance de plusieurs types cellulaires: hématopo1"étique, 

leucocytaire, pancréatique, hépatique et neuronal (Bennett et al. , 1996; Benomar et 

al. , 2006; Konopleva et al. , 1999; Paolucci et al. , 2006). Elle est aussi connue comme 

une des hormones qu i influencent la masse osseuse. Les travaux récents mettent en 

évidence le double effet de la leptine au niveau du tissu osseux, en agissant à la fois 

au niveau du système nerveux central, inhibant la fonnation et stimulant la résorption 

osseuse, et activant la formation osseuse via une modulation directe du métabolisme 

des cellules osseuses (Cirmanova et al. , 2008). il n'est toutefois pas encore bien établi 

quel effet de la leptine, central ou périphérique, est plus prononcé sur le métabolisme 
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osseux . Des études de l' influence de la leptine sur la formati on osseuse ont été 

réalisées sur les souri s déficientes en leptine (ob/ob) et en récepteur de la leptine 

(db/db) . Les travaux initiaux sur ces souri s ont suggéré une hausse de la masse 

os eu e de vertèbres due à 1 'augmentation de la formation os euse sans aucune 

modification de la résorption os euse (Ducy et al. , 2000a). Le étude ultérieures ont 

démontré que ces effets de la leptine sur 1 'os ne sont pas uni formes sur tout le 

squelette et dépendent de si 1 'acti on est au niveau des régions axiales ou 

appendiculaires (Ha1mick et al. , 2004). La déficience en leptine chez les souris ob/ob 

est associée au raccourcissement du fémur, à une diminution de la masse osseuse, une 

réduction du volume trabéculaire et cortical du fémur, mais à une augmentation de la 

taille des trabécules et du volume trabéculaire des vertèbres (Baldock et al. , 2006; 

Hamrick et al. , 2005). Des altération irrùlaires ont été rapportée dans 1 ' os long 

chez les souris db/db, tandis que les vertèbres ont un phénotype opposé à celui des 

souri s ob/ob. Les tibias de souris db/db présentent une réduction du volume 

trabécul aire et cortical, une diminution de 1 'épaisseur et du nombre de trabécules et 

les vertèbres montrent une diminution de 1 'épaisseur trabéculaire et corticale. L'étude 

des propriétés mécaniques du fémur de ouri db/db a démontré une diminution de la 

force de 1 'os et une raideur du tissu osseux (William et al. , 20 11 ). Nos résultats 

démontrent une diminution de la mas e osseuse de la parti e trabéculaire de l' os long 

et des vertèbres, sans aucun effet sur la parti e corticale de 1 'os long chez les souris 

Cd36KO. ll e t important de noter que le souri s déficiente en Ob-R uniquement au 

niveau des ostéoblas tes ne présentent aucun défaut du ti ssu osseux, tandis que 

1 'absence de ce récepteur dans les neurone entraîne une augmentati on de la masse 

o seuse (Shi et al., 2008). La leptine exerce également un effet sur les cellules 

ostéoblastiques in vitro . En effet, Thomas et son équipe (Thoma et al., 1999) ont 

montré que la leptine entraîne la différenciation de CSM humaines en o téoblas tes en 

inhibant leur différenciation tardive en adipocytes. La leptine augmente la synthèse 

dans ces cellules de protéines de la matrice os euse telles que le COL-I et l'OCN 

(Thomas et al., 1999). L'enrichi s ement du milieu de culture en leptine augmente la 
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prolifération et stimule la minéralisation de ostéobl as tes humains et murins ainsi que 

des lignées cellulaire o téobla tiques (Martineau et al. , 2014; Takahashi et al. , 1997; 

Trentz et al. , 2004). L'ensemble de ces résultats suggère donc que le manque de 

leptine pounait être responsable, en partie, du développement de 1 'ostéopénie chez les 

souris Cd36KO. Afin d'établir le rôle de la leptine chez les souri s Cd36KO, il serait 

intéressant d ' injecter in vivo de la leptine pour voir si l'augmentation de la leptinémie 

pou vait rétablir le phénotype o seux. Aussi, on pourrait déterminer i les ligands 

spécifiques pour CD36 (TSP-1 et hexaréline) modifient l'express ion de la leptine 

dans les cellules provenant de souris WT ou dans les modèles ostéoblastiques 

MC3T3-El et MG-63. 

Les études épidémiologiques li ent le métabolisme lipidique et l' hyperlipidémie à la 

perte de masse osseuse et à l' ostéoporose (Lacativa et Farias, 2010; Parhami, 2003). 

Pui sque CD36 est impliqué dans le métaboli sme des lipides, nous avons mesuré le 

niveau de cholestérol total, de HDL- et LDL-cholestérol chez le ouris Cd36KO et 

WT. Nos résultats sont en accord avec ceux d 'une étude de Drover et al. 2008 qui ne 

révèlent aucune différence significative entre les niveaux de cholestérol chez les 

souris des deux génotypes. En plu , nous avon observé que le souris femelles 

Cd36KO ont tendance à avoir des taux de cholestérol total et de HDL-cholestérol 

légèrement plus élevés par rapport à ceux des souris mâles . La majorité des études 

menées sur les souri s Cd36KO démontrent une augmentation du taux de cholestérol 

sanguin chez les deux genres (Brundert et al., 2011 ; Febbraio et al. , 1999; Yue et al ., 

2010). Par contre, une étude indique une diminution du choie térol total chez les 

souris mâles (Luangrath et al., 2008). Cette disparité dan le ré ultats pourrait être 

due aux différentes méthodes de do ages ou à 1 'âge des souri s testées. 
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4.1.4 La diminution de la prolifération des CSM contribue à la perte de la masse 

osseuse chez les souris Cd36KO 

La prolifération in vitro dans le milieu MEM de CSM et des ostéoblastes provenant 

de souris Cd36KO est réduite suggérant 1' importance de CD36 pour une croissance 

cellulaire optimale. En ce qui concerne la prolifération des mêmes cellules cultivées 

dans le milieu de différenciation ostéoblas tique, on observe la même tendance avec 

une diminution du niveau de protéines et une réduction de la prolifération des cellules 

qui n 'est pas significati ve possiblement due au nombre limité d 'expériences. Ces 

données concordent très bien avec la littérature. Plusieurs études ont rapporté que 

1 'absence de Cd36 altère la prolifération et la croissance de certains types cellulaires 

et méne à des défauts du développement de tissus (Eto et al. , 2003; Vroegrijk et al. , 

201 3; Won et al. , 2008). Les souri s Cd36KO présentent un faible potentiel de 

génération de phosphoryl choline-specifie plasma cells (Won et al. , 2008), une 

diminution du nombre et de la taille des adipocytes (Vroegrijk et al. , 2013), un retard 

dans la myélini ation des fibres nerveuses après une blessure (Eto et al. , 2003) et une 

diminution de masse corporelle (Goudriaan et al. , 2003; Hajri et al. , 2007). Afin de 

compléter cette partie de notre étude, on pourrait incuber les cellules sur des temps 

plus long all ant jusqu 'à 28 jour pour vérifier si une différence serait observable. En 

plus, une délétion de Cd36 induit l 'arrêt du cycle cellulaire dans la phase S de cellules 

de muscles lisses vasculaires suggérant une altération des fonctions de la CcnA (Li et 

al. , 201 2) . Contrairement à ces observations, nos résultats n 'ont révélé aucun 

changement de phases du cycle cellulaire, le niveau d 'express ion génique de la 

CcnA2 a été augmenté dans les CSM provenant de souris Cd36KO. Pour vérifier si 

CD36 est impliqué dans la proli fération des CSM et des cellules MC3T3-El , nous les 

avons incubées avec deux ligands connus de CD36, 1 ' hexaréline et la TSP-1. Nos 

données révèlent une stimulation de la prolifération des CSM provenant de souri WT 

et des cellules MC3T3-El sans aucun effet de ces produi ts sur les CSM des souris 
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Cd36KO. Donc on pourrait suggérer un rôle de CD36 dans la prolifération des 

cellules osseuses. 

4.1.5 Apoptose accrue des CSM dérivées de souris Cd36KO 

Les CSM de souris Cd36KO présentent un taux élevé d' apoptose et de nécrose par 

rapport aux cellules WT. L'élimination des cellules apoptotiques est généralement 

assurée par les monocytes circulants, les macrophages et les cellules dendritiques. 

Lorsque les cellules subissent des changements morphologiques et biochimiques 

caractéristiques de l 'apoptose, elles deviennent alors la cible des macrophages qui les 

internalisent par endocytose et les détruisent. CD36 est un des récepteurs impliqués 

dans la reconnaissance et la phagocytose des cellules apoptotiques par les 

macrophages (Bottcher et al., 2006; Fadok et al., 1998; Greenberg et al. , 2006). 

L ' inactivation de Cd36 dans les macrophages murins réduit la phagocytose des 

cellules apoptotiques (Fen acini et al. , 2013). Une diminution de l' expression de 

CD36 dans la muqueuse intestinale observée chez les patients souffrant de la maladie 

cœliaque mène également à une élimination insuffisante des cellules en apoptose 

(Cu pi et al., 2014). Malgré que le rôle spécifique de CD36 dans la détection des 

cellules apoptotiques par les ostéoblastes n 'ait jamais été rapporté, la capacité des 

ostéoblastes à internaliser par endocytose les débris apoptotiques a été observée 

(Cerri, 2005). En plus, la capacité des ostéoblastes de reconnaître les agents étrangers 

et de les phagocyter a été démontrée auparavant dans plusieurs études (Cerri, 2005 ; 

Heinemann et al. , 2000; Lohmann et al. , 2000; Takahashi et al. , 1986). Les 

ostéoblastes phagocytent les particules métalliques (Heinemann et al., 2000; 

Lohmann et al., 2000), les fibres de collagène et la matrice osseuse calcifiée 

(Takahashi et al. , 1986). La phagocytose des particules de métal et de polyéth ylène 

induit des changements morphologiques dans les cellules MG-63 et affecte leur 

prolifération et leur différenciation (Lohmann et al. , 2000). Le mécanisme exact par 



133 

lequel les ostéoblastes assurent leur fon ction phagocytaire n 'a pas été é lucidé, mais 

on ne pourrait pas exclure 1 ' implication de CD36 dans ce processus. L'ensemble de 

nos résultats pourrait suggérer que 1 'augmentation de la proportion de cellules 

apoptotiques dans la culture de CSM provenant de souris Cd36KO est due à la 

diminution de la capacité phagocytaire de ces cellules . Une élimination insuffisante 

des cellules apoptotiques mène à leur dégradation accompagnée d ' une libération et 

d'une accumulation de produits toxiques dans le milieux extracellulaire (Elliott et 

Ravichandran, 2010). L'augmentati on de niveau de cytotox ines pourrait avoir un 

effet néfaste sur les cellules voisines en provoquant leur apoptose. 

Nos rés ultats démontrent une augmentation de l'expression de Gli-1 et de Foxol dans 

les CSM provenant de souri s Cd36KO. Gli-1 est un membre de la voie de 

signalisation Shh impliquée, entre autres, dans 1 'embryogenèse (revue dans Petrova et 

Joyner, 2014), la survie cellulaire et l' apoptose (Galvin et al. , 2008; Ruiz et al., 2007 ; 

Yoshimoto et al. , 201 2) . il a été montré que la surexpression de Gli-1 dans les cellules 

souches neuronales favo ri se l'arrêt du cycle cellulaire et l 'apoptose (Galvin et al., 

2008). Le facteur de transcription FOX01 régule la croissance, la survie, la 

différenciation et le métabolisme des cellules (Accili et Arden, 2004; Bartel et al., 

2005 ; Shen et al., 201 2). La sm·expression de Foxol dans les cellules folliculaires 

granuleuses mm·ines augmente 1 'express ion de gènes menant à 1 'apoptose et induit 

l'apoptose de ces cellules (Shen et al., 201 2). Donc, l'expression élevée de Gli-1 et de 

Foxo l dans les CSM de souris Cd36KO pourrait contribuer à l'apoptose accrue de 

ces cellules. 

Étant donné l' implication de CD36 dans le métabolisme des lipoprotéines, 

notamment dans la li aison de LDLox, on ne peut pas exclure la poss ibilité d 'une 

implication de ces dernières dans l 'apoptose des CSM. Les études menées sur 

plusieurs types cellulaires, tels que le cellules endothéliales coronaires humaines (Li 

et Mehta, 2000), les cellules musculaires li sses (Kataoka et al. , 2001) et les 
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macrophages (Hardwick et al. , 1996) ont démontré que l'exposition aux LDLox les 

rend susceptibles à l'apoptose. De plus, il a été démontré que les LDLox induisent 

également la mort cellulaire par apoptose des cellules ostéoblas tiques SaOS (Klein et 

al. , 2003) et des cellules ostéoblas tiques MG-63 et MC3T3-E 1 (Brodeur et al., 

2008b). Afin d 'approfondir l'étude de l'apoptose dans les os téoblastes, nous aurions 

pu utili ser l'essai TUNEL sur les coupes d 'os ou encore inj ecter du BrdU et de 

1 'iodure de propidium in vivo chez les souris WT et Cd36KO. L'étude de 

comportement (viabilité, prolifération, apoptose) de CSM WT et Cd36KO exposées 

aux LDLox, ainsi que de l'expression des gènes et de protéines impliqués dans le 

processus de l'apoptose, pourraient compléter cette partie de notre recherche. 

4.1.6 L'engagement des CSM dans la voie ostéogénique 

Les ostéoblastes proviennent de CSM qui donnent naissance à plusieurs types 

cellulaires sous le contrôle de facteurs de transcription spécifiques. Ainsi, le PPARy, 

exprimé dans les CSM (El brecht et al. , 1996), est un facteur de transcription essentiel 

à l'adipogenèse. Un traitement à la rosiglitazone (un agoniste de PPARy) de cellules 

pluripotentes UAMS-33 transfectée avec le PPARy2 mène à l'apparition de cellules 

semblables à des adipocytes et empêche la fo rmation de la matrice minéralisée 

(Lecka-Czernik et al., 1999). Les souris avec une haplo-insuffisance pour le gène de 

Ppary ont une masse osseuse élevée, une formation osseuse et une ostéoblastogenèse 

augmentées ainsi qu 'une réduction de l'adiposité osseuse (Akune et al. , 2004). La 

stimulation de CD36 régule à la hausse le PPARy dans les macrophages et les 

adipocytes (Tontonoz et al., 1998; A vallone et al. , 2006). Le ni veau d 'expression de 

Ppary est élevé dans les CSM de souris Cd36KO. Le PPARy est impliqué dans une 

multitude de processus métaboliques et la régulation de on expression ne se fait pas 

seulement par l'activation de CD36. Les facteurs de croissance, les fac teur de 

transcription, le TNF, les LDLox, les acides gras polyinsaturés sont connu pour 
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augmenter 1 'expression de Ppary (Demers et al., 2008; Lee et Kai, 2014). Bien que la 

maturité de ostéoblastes n ' ait pas été affectée, les CSM provenant de souris avec une 

haplo-insuffisance pour le gène de Ppary expriment davantage les marqueurs 

précoces des ostéoblastes, suggérant que la masse osseuse élevée a comme source un 

engagement accru dans la voie des précurseurs ostéoblas tiques par rapport à celle des 

précurseurs adipocytaires (Kawaguchi et al., 2005). En revanche, une expression 

accrue de Ppary2 dans les CSM entraîne une augmentation de l' adiposité de la moelle 

et l ' inhibition de l'ostéoblastogenèse, très probablement en raison de la suppression 

de l'expression du facteur de transcription pro-ostéogénique Runx2 (Liu et al. , 2010; 

Shockley et al., 2009). 

Nos résultats démontrent une augmentation de 1 'express ion de Ppary dan les CSM 

provenant de souris Cd36KO et une diminution de 1 'expression de Run.:x2 chez les 

mêmes souris. Ceci suggère un engagement réduit des cellules dans la voie 

ostéogénique. Le mécanisme exact responsable de cette modification sélecti ve des 

gènes n'a pas été clairement établi , mais il est probable que les signaux 

intracellul aires induits par les agents systémiques soient impliqués dans ce processus. 

Comme mentionné plus haut, les souris Cd36KO ont des niveaux réduits de leptine 

circulante. TI a été démontré que la leptine entraîne la différenciation des CSM 

humaines en ostéoblaste tout en inhibant leur différenciati on tardive en adipocytes et 

augmente la synthèse des protéines de la matrice osseuse telles que le COL-I et 

1 'OCN (Thomas et al., 1999). Ces facteurs pourraient également contribuer à 

expliquer la faible masse osseuse observée chez les souris Cd36KO . 
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4.1.7 Modulation de l'expression de facteurs de transc.-iption et de marqueurs 

des ostéoblastes chez les souris Cd36KO 

Nos résultats démontrent une réducti on de l'expression des facte urs de transcription 

Runx2 et Osx dans les CSM provenant de souri s Cd36KO. Les facteurs de 

transcription RUNX2 et OSX jouent un rôle crucial dans 1 'ostéobl astogenèse. 

Pendant le développement osseux, RUNX2 augmente le nombre d 'ostéoblastes 

immatu res et indui t leur diffé renciation ostéoblastique, ce qui permet la fo rmati on de 

l'os primaire. RUNX2, un régulateur important de I'OCN (Ducy et al., 2000b), 

module également l'express ion de l'Osx qui ag it en aval de RUNX2 dans la 

régulation de la différenciati on des ostéoblastes (Naka hi ma et al. , 2002). Une 

délétion de ces deux gènes mène à l' apparition de défauts graves du tissu osseux, tels 

que l'absence de l 'ossification et l 'arrêt de la maturation des ostéoblastes (Komori et 

al. , 1997; Nakashima et al. , 2002). L' haplo-insuffisance pour le gène Runx2 lors de 

mutati ons hétérozygotes est responsable de la dysplasie cléido-crânienne 

accompagnée de défauts de formation des os médians tels que les clavicules (Lee et 

al. , 1997). À l' inverse, la surexpression de Run.x2 accélère la maturation des 

ostéoblastes, augmente l'expression du Col-I et de l' Ocn et favo ri se la minéralisation 

de la matri ce osseu e (B y er et Garcia, 2004; B y er et al. , 2002; Zhao et al. , 2005). 

Les CSM déficientes en CD36 expriment moins d' Ocn et de Bsp, ce qui pounait être 

causé par la diminution de l'expression de Runx2, mais le taux d'expression de Col-I 

reste stable. ll existe des mécanismes RUNX2-indépendants dans la régulation de 

1 'expression du Col-I, notamment via la phosphorylation de 1 'OSX par les MAPKs 

p38 et ERK (Ortuno et al., 2010; Ortuno et al. , 2013). Donc, lorsque RUNX2 ou 

OSX sont absents, l'express ion du Col-I est sévèrement affectée. Par contre, lorsque 

RUNX2 est diminué dans une certaine mesure, les voies RUNX2-indépendantes sont 

suffisantes pour compenser l'expression du Col-l dan les cellules osseuses (Tanaka 

et al. , 2012), qui est d 'ailleurs exprimé dans di vers autres ti ssus n 'exprimant pas 

RUNX2 ni OSX, tels que la peau et les poumons (Epstein et Munderloh, 1978; Raghu 
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et al ., 1989). Une insuffi ance en OCN et BSP pourrait être responsable de la faible 

masse osseuse chez les ouri Cd36KO. RUNX2 est une cible de la ~-caténine/TCFI 

dans la stimulation de la formation osseuse et son expression dépend directement de 

la signalisation Wnt (Gaur et al. , 2005). Les CSM de souris Cd36KO présentent une 

diminution de Wnt3a et de Wnt5a ce qui pourrait réduire l 'expression de Runx2 et 

engendrer un faible potentiel d 'ostéogenèse. Pour continuer à étudier l' impact de la 

déficience en CD36 sur les facteurs ostéogéniques on pourrait explorer des éléments 

de la signalisation Wnt et des marqueurs des ostéoblas tes à la suite d ' un traitement 

des CSM avec le Wnt3a. 

4.1.8 La voie Wnt est impliquée dans la formation du phénotype ostéopénique 

chez les souris Cd36KO 

L'équilibre entre l'adipogenèse et l'ostéoblas togenèse est, entre autres, influencé par 

la communication croi sée entre le PPARy2, spécifique aux adipocytes, et la voie Wnt. 

L ' isoforme PPARy2 réduit la signali sation Wnt via la stimulation de la dégradati on 

de la ~-caténine par les protéasomes (Moldes et al. , 2003). ll a également été 

démontré que la ~-caténine elle-même est indispensable à l 'ostéoblastogenèse dans 

l'embryon de souris (Hu et al., 2005), et que l'activation directe de la ~-caténine 

favorise la différenciation des ostéoblastes et supprime l'adipogenèse. Le trio Wnt­

LRP5/6-~-caténine est connu pour exercer un effet anabolique sur le tissu osseux. 

Wnt5a induit l'expression de Runx2 et stimule l 'ostéoblas togenèse, tandis que 

l'haplo-insuffisance pour le gène Wnt5a réduit l'ostéoblastogenèse (Takada et al. , 

2007). Nos résultats démontrent une diminution de l'expression génique de Wnt3a et 

de Wnt5a dans les CSM de souris Cd36KO, sans aucun modification d 'expression 

des co-récepteurs Lrp5/6. Un agoniste de la voie Wnt, la RSP02, peut aus i moduler 

la fo rmation du tissu osseux. Une carence en RSP02 entraîne des anomalies du 
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développement du squelette (Hankenson et al., 2010). Par contre, l'expression de 

Rspo2 n'a pas été altérée chez les souri s Cd36KO. 

Deux fac teurs impliqués dans la signalisation Wnt, SOST et DKK1 , inhibent la voie 

Wnt-LRPS/6 et régulent négativement la masse osseuse. L'express ion des gènes de 

Sost et de Dkkl a été régulée à la hausse chez les souris Cd36KO. ll a été démontré 

précédemment que les souris transgéniques surexprimant Sost ont un phénotype 

ostéopénique (K.t·amer et al. , 201 0 ; Loots et al., 2005). L ' analyse par rnicro-CT révèle 

qu 'ell es ont une diminution du volume osseux, du nombre et de l'épaisseur des 

trabécules avec une augmentation de l'espace intertrabéculaire (Loots et al., 2005). 

Inversement, les souri s SostKO présentent une masse osseuse élevée avec une 

augmentation considérable de la fo rmation et de la résistance osseuse (Lin et al. , 

2009). Le DKK1 provoque également une ostéopénie en inhibant la voie Wnt. Les 

souris Dkkl hétérozygotes présentent une augmentation de la masse osseuse et de la 

résistance osseuse, une diminution de lésions ostéolytiques et de la destruction 

osseuse avec l'appariti on d 'ostéophytes (MacDonald et al., 2007 ; Morvan et al. , 

2006). Il a été constaté qu 'une réduction progressive de DKK1 augmente la masse 

osseu e trabéculaire et corticale chez les souris. En plus, il a été démontré que la 

signalisation SHH, connue notamment pour stimuler 1 'expression de Sox9 (Park et 

al., 2010), régule négati vement la voie Wnt (Ak:iyoshi et al, 2006 ; Ma et al., 2015). 

L 'express ion accrue de Gli-1 est un indicateur de l'activation de la vo ie SHH. Les 

CSM de souri s Cd36KO expriment davantage Gli-1 ce qui pourrait être un des 

mécanismes de vari ati ons du niveau d 'express ion des molécules impliquées dans la 

voie Wnt. Afin de savoir si la signalisation Wnt est réduite chez les souris Cd36KO, 

il aurait fa llu mesurer directement 1 'activité Wnt canonique. Nos résultats suggèrent 

que 1 ' altération de la voie W nt chez les ouris Cd36KO pourrait réduire le 

recrutement des CSM vers 1 'ostéoblastogenèse et être responsable de la diminution 

du nombre d 'ostéoblastes (Fig 2.5 B, C) et de l 'appariti on du phénotype ostéopénique 

chez ce souris. 
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Il n 'y pas de donnée concernant l' influence de CD36 ur la voie de ignalisation Wnt. 

Très peu d 'études portent sur l'effet des acteurs de la voie Wnt sur l'express ion de 

Cd36. Il a été rapporté que l'expression de Wntl est corrélée positi vement avec 

l'express ion de Cd36 dans des macrophages humains (Wang et al. , 2015). Une 

diminution de l'expression de Dkkl dans le placenta de rat obèse est associée à 

l' augmentation de l'expression de Cd36 (Strakovsky et Pan, 201 2) . Donc, on pourrait 

suggérer une étude in vitro avec de ostéoblastes transfectés avec Dkkl ou Sost et 

observer l'express ion de Cd36. En plus, l'étude des niveaux plasmatiques de DKKl 

et de SOST dans le sang des souris Cd36KO pourrait être faite. 

4.1.9 L'engagement des CSM dans la voie chondrogénique 

Les CSM po sèdent une certaine plasticité et peuvent se différencier en plu ieur 

types de cellules tels que les chondrocytes, les ostéoblastes, le myocytes et le 

adipocytes. Cependant, les cellule progénitrices de la condensation mésenchymale 

précoce ont seulement deux choix au cour de leur différenciation. En effet, 

pui squ 'ell es expriment SOX9 et RUNX2, ell es peuvent devenir soit des 

chondrocytes, soit des ostéoblas tes. Nous avons étudié 1 'expression du facteur de 

transcription Sox9 et du marqueur des chondrocytes matures Col-fla dans les CSM 

provenant de souri s WT et Cd36KO. Le cellules déficientes en CD36 expriment plus 

de Sox9, un fac teur de transcription chondrocytaire: par contre l'expression du Col­

lia, un marqueur des chondrocyte mature n 'était pas modifi é dan ces cellules . La 

croissance de 1 'os en longueur part de la plaque de croissance ver la partie terminale 

de 1' os et e t régulée par l ' hormone de croissance somatotrope, les hormones 

thyroïdienne (T3 et T4) et les hormones sexuelles, la testa térone et l'œstrogène. La 

morphologie des zones de la plaque de croissance est décisive dans la croissance en 

longueur de 1 'os. L'étude de la morphologie de la plaque de crois ance chez les souris 
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Cd36KO et WT n'a pas révélé de modifications de ces zones. En accord avec ces 

résultats, la longueur des os n'a pas été affectée chez les souri s Cd36KO. La 

surexpress ion de Sox9 semble donc être un mécanisme compensatoire permettant aux 

cellules déficientes en CD36 d'effectuer une ossification endochondrale normale. Ce 

facteur de transcription en combinai on avec les autres anomalies relevées pourrait 

également agir sur 1 'expression des acteurs de la voie Wnt. 

Les mécani smes exacts qui déterminent la destination de la différenciation terminale 

des cellules mésenchymateuses ne sont pas encore complètement élucidés . Il a été 

suggéré que la voie Wnt canonique dans les CSM joue un rôle essenti e l dan le 

contrô le de la différenciation des o téoblastes et des chondrocytes (Bodin et al., 

2006 ; Day et al. , 2005). Une signali sation Wn tip-caténine ectopique inhibe la 

différenciation des chondrocytes et favorise l'ossification. À l' inverse, lorsque la P­

caténine est génétiquement inactivée la différenciation ostéoblastique est remplacée 

par la formation de chondrocyte (Day et al., 2005). SOX9 inhibe la signalisation 

Wnt canonique en favorisant la éque tration et la dégradat ion de la P-caténine par 

l'ubiquitination (Akiyama et al., 2004). L ' activité de la signalisation Wnt est régulée 

à la baisse dans les chondrocytes en différenciation dans lesquels SOX9 est exprimé 

(Day et al., 2005) , et un des mécanismes par lesquels SOX9 favorise la 

différenciation des chondrocytes est l' inhibition de la signalisation WntJP-caténine. 

Afin d'élucider la capacité de CSM déficientes en CD36 à s'engager dans la 

différenciation en d 'autres types cellulaires, l' étude du comportement des CSM dans 

le milieux chondro- ou adipogénique pounait être envi agée. De plu , il serait 

intéressant de mesurer les niveaux d 'expression des ligands Wnt dans les cellules 

déficiente en CD36 après un traitement avec un siARN-Sox9. 
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4.2 Conclusion 

Le développement de meilleurs traitements contre l' ostéoporose nécessi te une 

meilleure compréhension des mécani smes de régulation du proces u de remodelage 

os eux afin de découvrir de nouvelle cible thérapeutiques. Bien que l' importance de 

CD36 dan de nombreux proces u biologiques soit bien établie, son implication dans 

la biologie des ostéoblastes reste mal caractéri sée jusqu 'à maintenant. 

Le prerni er objectif de cette thèse éta it d 'étudier les conséquence de la déficience en 

CD36 sur les paramètres de microarchitecture osseuse chez la souri s. Le travaux 

présentés dans cette thèse démontrent que l'absence de CD36 mène à une diminution 

de la ma se osseu e due à l'altérati on de la portion trabéculaire de l' os long. La 

conclu ion majeure de cette étude est que CD36 est implicé dan le maintien de la 

masse osseuse. Un autre objectif de cette thè e était de déterrruner le rôle de CD36 

dans la physiologie des cellules os eu e . Cette question a été abordée par des 

approches de biol ogie cellulaire. Le travaux présentés ici démontrent que 1 'ablati on 

de CD36 conduit à une diminution de la prolifération et de la survie des ostéoblaste . 

Un derni er obj ecti f de cette étude était de mieux comprendre l'effet de la défi cience 

en Cd36 ur le potentiel de différenciation ostéogénique des CSM et sur la voie de 

signali sation Wnt. Les résultats indiquent une réduction d 'engagement des CSMs 

dans la voie ostéogénique et une diminution de la signalisation Wnt. 

4.3 Perspectives 

Cette étude a été effectuée avec des souri s déficientes en CD36. Donc, certains effet 

observé , comme l' affection de la microarchitecture osseuse, pourraient être dus à 

1 'absence globale de CD36 et donc attribuables à des effets systémique indirect . TI 

serai t alor intére sant de créer un modèle de ouris avec une ablatio n de CD36 

spécifique aux ostéoblastes, ou encore spécifique aux adipocytes. Pour ce fa ire, il 



142 

faudrait générer des souris chez lesquelles le gène de Cd36 comprend des insertions 

Flox de part et d 'autres, et les croiser avec 1) des souris avec des insertions Cre au 

niveau de gènes spécifiques aux ostéoblastes, tels que Col24a! ou Ocn, afin d'exciser 

le gène Cd36 au niveau des ostéoblastes seulement, ou 2) des souris comprenant une 

insertion Cre au niveau d' un gène spécifique aux adipocytes, tels que Ppary2 ou 

C/EBPa. Ceci permettrait de discriminer les effets spécifiques aux cellules 

ostéoblastiques de ceux induits par les faibles niveaux de leptine circulante. Comme 

nous avons vu dans l'introduction, plusieurs études ont été menées au cours des 

dernières années afin de mieux comprendre l'effet de ligands de CD36 sur sa voie de 

signalisation dans les différents types cellulaires tels que les macrophages, les cellules 

endothéliales de la microvasculature, les érythrocytes infectés par Pl. falciparum et 

les microglies (El-Yassimi et al., 2008; Janabi et al., 2000; Jimenez et al., 2000; 

Moore et al., 2002; Rahaman et al., 2006; Silverstein et Febbraio, 2009). Les acteurs 

impliqués dans la signalisation de CD36 lors d ' induction de l 'athérogenèse, de 

l'apoptose et de l' inflammation sont bien connus. À cet effet, il serait pertinent 

d'identifier les voies de signalisation déclanchées par l'activation de CD36 et leurs 

effets dans les cellules osseuses, plus particulièrement dans les ostéoblastes. Par 

exemple, les membres de la famille des kinases SRC sont impliqués dans la cascade 

de signalisation induite par l'activation de CD36 conduisant à l'activation des MAPK 

(Bamberger et al., 2003; Rahaman et al., 2006). L'utilisation de ligands tels que la 

TSP-1, l'hexaréline et le EP80317, un ligand synthétique qui lie exclusivement CD36 

(Marleau et al., 2005), pourrait être envisagée. À l'aide d'une étude de co­

immunoprécipitation, on pourrait détenniner si ces ligands entraînent le recrutement 

des kinases SRC dans les préostéoblastes murin MC3T3-El ou dans les cellules 

d'ostéosarcome humaine MG63 et la fom1ation d'un complexe avec CD36. On 

pourrait aussi étudier l'effet des ligands de CD36 sur les lignées MC3T3-El ou 

MG63 et sur les CSM provenant de souris WT. On pourrait envisager étudier le 

potentiel de différenciation par des mesures d 'activité de 1 'ALP et de minéralisation 

de la matrice extracellulaire en utilisant la coloration des cristaux de calcium au rouge 



143 

alizarine. Aussi, on pourrait étudier 1 'apoptose et le cycle cellulaire, ainsi que 

1 'express ion de gènes ostéoblastiques et de membres de la voie de signalisation Wnt 

suite à un trai tement à des ligands de CD36. 

CD36 s'associe avec d 'autres récepteurs transmembranaires comme les intégrines a6-

~1 et a3-~1 , le SRA, la cavéoline-I et le TLR2/6 (Bamberger et al. , 2003; 

Kuchibhotla et al. , 2008; Stuart, 2005 ; Thome et al. , 2000; Truong et al. , 2010). ll 

serait intéressant d ' identifier les co-récepteurs de CD36 dans les ostéoblastes et leurs 

possibles rôles dans le métabolisme du tissu osseux. Pour ce faire, on pourrait utiliser 

la méthode de co-immunoprécipitation . L 'activation parallèle de deux récepteurs peut 

être perçue comme un inconvénient causé par un manque de spécificité, mais elle 

pourrait agir comme avantage en induisant une répon e cellulaire distincte 

dépendante de 1 'expression des deux récepteurs (Triantafilou et al. , 2007) 

comparati vement à la situation d 'un seul récepteur. 

Pour compléter l'étude du phénotype osseux chez les souris Cd36KO, il serait 

intéressant de réaliser des tests biomécaniques de résistance osseuse. Brièvement, un 

test de fl exion latérale est appliqué à des os frais au niveau de la diaphyse, à 1 ' aide 

d ' un appareil spéciali sé mesurant simultanément le déplacement latéral de l 'os et la 

force appliquée (Jepsen et al, 201 5). Cette expérience permet de déterminer divers 

paramètres matériels et géométriques des os, tels que la force maximale, la raideur, la 

ri gidité et le modulus élas tique. Ces paramètres permettent de comparer des os ayant 

subi différents traitements ou provenant de divers modèles murin . 

Pour une croissance normale et un bon fonctionnement, le ti u osseux doit être 

adéquatement vascularisé. L ' importance majeure des vaisseaux pour le modelage 

osseux est bien décrite non seulement pendant la croissance, mais aussi dans la 

réparation des fractures, lors de 1 'implantation de matériaux et dans le cadre de 

l ' ingénierie tissulaire osseu e. Étant donné que CD36 est impliqué dans 
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1 'angiogenèse et la médiation du signal antiangiogénique (Jimenez et al. , 2000), il 

seraü intéressant d 'étudier la vasculari sati on de l'os chez les souris Cd36KO. 

L'évaluation de la micro-vascularisation des échantillons osseux pourrait être faite 

par la technique de l' imagerie négati ve. Pour ce fa ire, les échantillons d ' os 

préalablement séchés de souris WT et Cd36KO doivent être numérisés et la couleur 

d ' image doit être inversée afin de visualiser les endroits peu denses de 1 'os cortical 

qui correspondent aux vaisseaux sanguins. On pourrait utili ser également la 

visualisation des vaisseaux aux rayons-X après injection d 'un produit de contras te, 

telle que la mousse au sulfate de barium. Afin de continuer 1 'état de la micro­

vascularisation et de visualiser les cellules endothéliales, une méthode 

d ' immunohistochimie pourrait être utili ée à l'aide d'anticorps dirigés contre CD3 1. 

Le marquage au CD3 1 pourrait être réalisé sur des coupes de tissu osseux fixé au 

formol, décalcifié et enrobé de paraffine. Afi n d 'étudier les facteurs impliqués dans 

1 'angiogenèse, les CSM provenant de souris Cd36KO et WT pourraient être traitées 

au CoCh, un inducteur d 'hypoxie, ou à des ligands de CD36 (hexareline, TSP-1 , 

EP80317). L'expression basale et après traitement, de COX-2 et de VEGF pourrait 

être étudiée par RT-PCR et par imrnunobuvardage de type Western . 

ll existe plusieurs polymorphismes de CD36 chez l'humain . Afi n d 'étudier leur 

impact sur l' os, ces variants génétiques pourraient être transfectés dans des cellules 

ostéoblastiques. Les vari ants ayant un effet sur les ostéoblastes pourraient être utilisés 

pour générer des souris mutantes portant ces polymorphismes et ainsi vérifier s' ils 

modifient un phénotype osseux in vivo . Dans ce cas, certains polymorphismes de 

CD36 pourraient donc être utilisés comme fac teur de risque pour le développement 

de 1 'ostéopénie ou de 1 'ostéoporose chez 1 ' humain. 
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