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RÉSUMÉ 

Les maladies cardiovasculaires sont une des premières causes de mortalité dans les pays 
industrialisés. L'infarctus du myocarde provoque la mort d' un grand nombre de cellules 
cardiaques, diminuant la qualité de vie des gens qui survivent à une telle attaque. La 
transplantation d 'un organe entier présente des limites telles que la faible quantité de donneurs 
et la possibilité de rejet par l'organisme du receveur. Le cœur possède une capacité de se 
régénérer mais le nombre de cellules souches résidentes pouvant accomplir cette tâche apparaît 
être insuffisant. Afin d 'aider à la régénération, des approches thérapeutiques tentent 
l'implantation de cellules fonctionnelles dans la zone infarcie. Les cellules implantées sont, 
entre autres, des myoblastes squelettiques, des cellules souches embryonnaires ou adultes 
(cellules souches mésenchymateuses) indifférenciées, des cardiomyocytes fœtaux. Les 
résultats positifs parfois obtenus ont vite fait passer ces études des animaux à l' humain . La 
mise au point de thérapies cellulaires efficaces pour le coeur nécessite la compréhension des 
mécanismes moléculaires gouvernant la différenciation et la morphogénèse cardiaques, et 
l'habileté à manipuler ces mécanismes. 

Les cellules de carcinome embryonnaire P19, un modèle de cellules souches embryonnaires 
(ES), peuvent se différencier en cardiomyocytes lorsqu 'elles sont traitées avec l'acide 
rétinoïque (AR) ou l'ocytocine (OT). Des cellules de muscle squelettique sont aussi générés. 
D'autre part, l' AR permet la différenciation de cellules ES en adipocytes et I'OT inhibe la 
maturation finale de pré-adipocytes. Nous avons émis 1 ' hypothèse que 1' AR et 1 'OT peuvent 
induire les cellules P 19 à générer, de façon concomitante mais dans des rapports différents, des 
adipocytes, cardiomyocytes et cellules de muscle squelettique. De plus, des analogues de l'AR 
capables d'activer préférentiellement les récepteurs de 1 'acide rétinoïque (RA R) ou les 
récepteurs de rétinoïdes-X (RXR) pourraient influencer les rapports mésodermiques . Enfin, les 
kinases ERK 1/2 et P3 8, des protéines-kinases activées par des mitogènes (MAPK), pourraient 
avoir un rôle dans la différenciation mésodermique induite par l'AR et I'OT. Des marqueurs 
ont servi à identifier les phénotypes cellulaires : PPARy, aP2, lipoprotéines-lipase et 
gouttelettes lipidiques colorables à 1 'huile rouge pour les adipocytes; MyoD et a-actinine 
sarcomérique pour les cellules de muscle squelettique; troponine I cardiaque ( cTpni), chaîne 
légère de la myosine cardiaque-2v et a-actinine sarcomérique pour les cardiomyocytes. 

La culture en agrégats de cellules P 19 pendant sept jours, avec une induction à 1 'AR entre 
les jours deux (J2) et J5, suivie d ' une période de maturation de 20 jours en présence d'insuline 
et de l'hormone thyroïdienne T3 permet d'obtenir des adipocytes. Des cellules battantes 
exprimant l'a-actinine sarcomérique sont aussi générées . Une importante proportion de ces 
cellules montre la forme allongée ou fibrillaire caractéristique de myocytes squelettiques. Une 
faible proportion a une forme arrondie et exprime la cTpni, indiquant la génération de 
cardiomyocytes. L'induction des cellules P19 avec l'AR, à J2, a donc un effet mésodermique 
large. L'ajout d'OT au milieu de maturation n'augmente pas la proportion de cellules 
cardiaques par rapport aux cellules musculaires squelettiques ou aux adipocytes. 

L'AR agit principalement en se liant aux RAR et RXR. Pour activer de façon spécifique 
chacune de ces deux familles de récepteurs, nous avons remplacé l'AR comme agent inducteur 
par le LG 100268, un agoniste spécifique des RXR, ou par le TTNPB, un agoni ste spécifique 
des RAR. Le LG100268 génère des adipocytes et des myocytes aussi efficacement que l'AR. 



Le TTNPB est un agent adipogénique plus efficace que l'AR mais inhibe la myogenèse. Les 
influences mésodermiques différentes des trois agents sont associées à des actions différentes 
sur ERK l/2 et P38. Ainsi, 1 ' AR et le LG 100268 diminuent similairement phospho-ERK l/2 et 
augmentent similairement phospho-P38. Par contre, le TTNPB, le rétinoïde le plus efficace à 
diminuer phospho-ERK.l /2, n'a pas stimulé la phosphorylation de P38 . L'inhibition 
pharmacologique d 'ERKl/2 ou de P38 pendant le traitement des cellules avec l'AR a augmenté 
le rendement myogénique, et l'inhibition de P38 a, de plus, augmenté le rendement 
adipogénique. La voie des RXR est permissive à la fois à l'adipogenèse et à la myogenèse alors 
que celle des RAR n'est permissive qu 'à l'adipogenèse. P38 serait un régulateur négatif de 
l' adipogénèse. 

La différenciation à base d 'OT produit des cardiomyocytes et, dans une moindre mesure, 
des cellules de muscle squelettique. L'OT est ajouté durant les quatre jours de l'agrégation et 
la période de maturation est de dix jours. Les rendements myogéniques sont faibles et nous 
avons pensé que l'ajout d'AR à I'OT pouvait les augmenter. Lorsqu'il est ajouté dès le JO du 
traitement des cellules avec I'OT (addition précoce), l'AR inhibe la myogenèse. Cette 
inhibition est reliée aux RAR puisqu'elle est reproduite par le TTNPB et non le LG 100268. 
Étonnamment, l'AR ajouté au J2 du traitement avec I'OT (addition tardive) fait plus que 
doubler le rendement des cellules musculaires, spécialement celui des cellules de muscle 
squelettique. L'AR a donc un effet dual, temporellement régulé, sur l'action myogénique de 
I'OT. Un tel effet est aussi observé sur la phosph01ylation d'ERK 1/2. OT stimule cette 
phosphorylation, et la stimulation est fortement inhibée par l'addition précoce mai s non tardive 
d'AR. L'inhibition pharmacologique d 'ERKI /2 abolit l'action myogénique d 'OT. Par contre, 
l'ajout d'un activateur indirect d'ERK2 à la combinaison "OT + AR tardif" augmente la 
phosphmylation d'ERKI /2 ainsi que le rendement en cardiomyocytes. Des niveaux de 
phospho-ERK 1/2 sont critiques pour la myogénèse et pour les rendements respectifs en 
cardiomyocytes et cellules de muscle squelettique. 

En conclusion, les cellules P 19 génèrent adipocytes, cardiomyocytes et cellules de muscle 
squelettique de façon concomitante lorsqu'elles sont induites avec l'AR. Dans ce processus, 
l'activation des RAR n'est permissive qu 'à l'adipogenèse alors que celle des RXR permet 
l'adipogenèse et la myogenèse. L'action antimyogénique de l'activation des RAR est aussi 
observée en présence d ' OT, cependant cette action ne se manifeste que si l'activation est faite 
tôt (JO). AR et OT influencent chacun la phosphorylation de MAPK et, réciproquement, leur 
action mésodermique est influencée par des modulateurs pharmacologiques de ces kinases. Le 
sens des influences peut cependant différer. Ainsi, les meilleurs rendements myogéniques ont 
été observés pour les traitements suivants : "AR + inhibiteur d 'ERK (J2 à J5)" , "AR + 
inhibiteur de P38 (J2 à J5)", "OT (JO à J4) +AR (J2 à J4)", "OT +activateur d'ERK (JO à J4) 
+AR (J2 à J4)". La modulation de l'activité des voies RAR, RXR et MAPK a une influence 
sur les rendements myogéniques et adipogéniques ainsi que sur les rendements en 
cardiomyocytes et en cellules de muscle squelettique. Le sens de l' influence dépend de la 
fenêtre temporelle de la modulation et de la présence ou non de I'OT. 

Mots-clés : Cardiomyocytes, Cellules de muscle squelettique, Adipocytes, Acide rétinoïque, 
Ocytocine, Rétinoïdes, MAPK, ERK, P38, PCR, Immunobuvardage, Cytofluorescence, 
Cytochimie 



INTRODUCTION 

Le développement du cœur étant similaire dans les embryons des vertébrés, plusieurs 

analogies peuvent donc être faites et appliquées à l'humain. Ceci est d'une grande importance 

puisque les maladies congénitales du cœur sont fréquentes dans les pays industrialisés 

comptant 12 par 1000 naissances, et représentent environ 10% de toutes les malformations 

congénitales (Zile, 2004) . À l'âge adulte, ce sont les maladies cardiovasculaires qui ont les 

taux de morbidité et mortalité les plus élevés dans le monde selon l'Organisation mondiale de 

la santé (OMS, 2011). Les personnes qui survivent à un infarctus du myocarde voient leur 

qualité de vie diminuer et la maladie progresse souvent vers un arrêt cardiaque (Siu, Moore et 

Li, 2007). Bien que plusieurs avancées dans le traitement des maladies cardiaques aient été 

faites , le pronostic de survie suite à un auêt cardiaque est faible. Les principaux facteurs de 

risque associés à l'infarctus du myocarde sont l'âge, l'hypertension, le diabète, l'obésité, le 

cholestérol et le tabac (Canada, 2008 ; OMS, 2011 ). 

Certaines études ont montré que des cellules souches adultes du cœur peuvent proliférer, 

se différencier en cardiomyocytes (CM) et contribuer à une augmentation de la masse 

musculaire du cœur après un infarctus du myocarde (Beltrami et al., 2003 ; Matsuura et al., 

2004). Par contre, leur contribution à la régénération de la fonction cardiaque est limitée 

probablement dû à leur faible nombre. À l'heure actuelle, la transplantation d'un cœur entier 

demeure encore la seule thérapie efficace lors de problème cardiaque grave. Elle est par 

contre limitée par le faible nombre de donneurs et les possibilités de rejet par l'organisme 

receveur. Depuis quelques années, les thérapies cellulaires font leur apparition pour traiter les 

infarctus du myocarde afm de régénérer le myocarde endommagé. Ces thérapies consistent à 

implanter des cellules dans la zone infarcie. Plusieurs types cellulaires ont été utilisés 

incluant des myoblastes squelettiques, des cellules souches embryonnaires et adultes 

indifférenciées et des CM fœtaux avec des résultats parfois positifs, mais généralement peu 

concluants dans des modèles animaux (revue dans Tao et Li, 2007). Des études précliniques 

utilisant des cellules souches ont montré une augmentation de la fonction cardiaque, mais 

d'un recouvrement incomplet ou d'une durée limitée. Pour cette raison, des études in vitro 

(incluant cette thèse de doctorat) tentent de différencier des cellules souches en CM à des fins 

d'implantation. Il est espéré que ces néo-CM pourront s' intégrer structurellement et 
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fonctionnellement au myocarde et survivre à l'environnement hostile du cœur infarci 

(Clu·istoforou et Gearhart, 2007 ; Dinuneler et Zeiher, 2009). 

Jusqu'à présent, les rendements de différenciation en CM sont faibles. Les CM sont des 

dérivés du mésoderme, un feuillet embryonnaire qui donne aussi naissance à d'autres types 

cellulaires comme les adipocytes et les cellules musculaires de type squelettique. Les 

proportions des différents types cellulaires mésodermiques dans une culture ont été rarement 

analysées, mais nous avons pensé qu'un contrôle des conditions de différenciation pourrait 

permettre de favoriser l'apparition privilégiée d'un seul des phénotypes, le phénotype 

cardiomyocytaire, avec un meilleur rendement 

La présente thèse porte sur la différenciation mésodermique (CM, cellules de muscle 

squelettique (SKM) et adipocytes) de cellules de carcinome embryonnaire (EC) P 19. Les 

cellules P 19 offrent un modèle bien utilisé de cellules souches embrymmaires (ES) normales. 

Ces cellules EC ont été utilisées dans ce travail pour montrer l'implication de l'ocytocine 

(OT) et de l'acide rétinoïque (AR) dans la différenciation myogénique et adipogénique. 

L'utilisation d'analogues de l'AR ainsi que l'exploitation de la fenêtre temporelle d'induction 

apparaissent comme étant des outils supplémentaires afin de favoriser préférentiellement la 

formation de CM ou celle de SKM. Finalement, l'étude des protéine-kinases activées par des 

mitogènes (MAPK) a permis de montrer un rôle de ces kinases dans la balance des 

phénotypes musculaires cardiaque et squelettique. 

La première partie de cette thèse porte sur l'état des connaissances actuelles sur les 

différents sujets reliés aux travaux expérimentaux, incluant le développement prénatal, les 

cellules souches, l'OT, l'AR et les MAPK. La deuxième partie présente l'hypothèse et les 

objectifs de travail et regroupe les résultats expérimentaux de l'auteur, rapportés sous la 

forme de trois articles. La troisième partie fait le bilan de l'ensemble des travaux et suggère 

de possibles avenues de recherche pour continuer les travaux. 



PARTIE 1 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 



CHAPITRE 1: ASPECTS DU DÉVELOPPEMENT PRÉNATAL 

1.1 Généralités 

La période prénatale allant de la fécondation à l'accouchement dure environ 266 jours (38 

semaines) chez l' humain. Ce développement se divise en trois périodes. La première période, 

s'échelonnant de la première à la deuxième semaine, est caractérisée par une multiplication 

cellulaire menant à l'implantation utérine. Cette période est suivie, des semaines deux à huit, 

par celle du développement précoce (ou embryonnaire) qui mènera à la formation des trois 

feuillets embryonnaires et à la mise en place de l'ensemble des organes composant le corps. 

La dernière phase, le développement fœtal, consiste en la différenciation terminale des 

organes et la croissance de l'être en devenir (Cochard et Netter, 2003). 

1.2 Développement de l'embryon 

Suivant la fécondation, l'ovule, qui est bloqué en métaphase de deuxième division de 

méiose, commence à se diviser; c'est la segmentation qui commence. Cette étape sera suivie 

de la formation du blastocyste, de son implantation et de l'organogenèse (Franquinet et 

Foucrier, 2003). 

1.2.1 La formation du blastocyste, la nidation et la gastrulation 

La fécondation de l'ovule par le spermatozoïde s'effectue dans la trompe et permet 

l'achèvement de la deuxième division méiotique de l'ovule. Plusieurs divisions cellulaires 

mènent à la formation de la morula qui comporte 32 cellules compactées et est obtenue après 

le Se cycle de segmentation. Par la suite, une cavité se forme au centre de la morula pour 

mener au blastocyste. Le blastocyste est composé de deux populations cellulaires, le 

trophectoderme qui est localisé sur tout le pourtour de la cavité et qui mènera à la formation 

du placenta, et le bouton embryonnaire, une masse cellulaire interne qui mènera à 

l'organogenèse. Cette masse cellulaire est située à un pôle de la cavité et ce pôle interagit 

avec la paroi utérine pour permettre l'implantation du futur embryon (Slack, 2006). Au site 

de l'implantation utérine, les cellules du trophoblaste libèrent des enzymes protéolytiques qui 

provoquent la lyse de l'épithélium utérin et permettent la nidation de l' embryon. La 
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gastrulation commence alors pour former les trois feuillets embryonnaires (endoderme, 

mésoderme et ectoderme), desquels dérivent tous les organes (Fig. 1.1 ). La formation du tube 

neural et de la crête neurale, précurseurs du système nerveux, se déroule durant la 

gastrulation, de même que l 'ébauche cardiaque et celle de la portion antérieure de l'intestin 

(Franquinet et Foucrier, 2003). 

1.2.2 L'organogenèse 

De la troisième à la neuvième semaine il y a mise en place des organes composant l'être 

humain. L'ordre de formation de ces structures est décrit dans le tableau 1.1 et fait suite à la 

connexion de la vascularisation extra embryonnaire avec la vascularisation embryonnaire qui 

se déroule au 19e jour de la grossesse. Suite à la période d'organogenèse, le fœtus se 

développe par une phase de croissance et de maturation fonctiotme lle progressive des 

différents organes précédemment formés jusqu'à maturité. 

Endoderme 

des systèmes 
digestif et 
respiratoire 

Cellules progénitrices 
mésenchymateuses 

Ostéocytes 
Cellules 
endothéliales 

Ectoderme 

épendymaires 

Figure 1.1 Les feuillets embryonnaires et leurs dérivées cellu1aires. Lors de la 
gastrulation, il y a formation des trois couches germinatives : endoderme, mésoderme et 
ectoderme. Le feuillet endodermique forme les cellules épithéliales du système digestif et 
des voies respiratoires. Le mésoderme est à la base de la production des cellules 
progénitrices sanguines (hématopoïétiques) et des cellules progénitrices 
mésenchymateuses qui donnent naissance aux différentes cellules du parenchyme des 
organes. La couche ectodermique forme l'épiderme et l'ensemble du système nerveux. 
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1.3 Développement mésodermique 

Le mésoderme se subdivise en cmq régions qui sont définies par un gradient de 

concentration de la protéine morphogénique de l'os (BMP), un facteur de croissance. Il est 

même possible de modifier les caractères d'une région mésodermique en y variant le niveau 

d'expression de BMP (Gilbert et Singer, 2004). Les cinq régions sont les suivantes : 

1- Le chordomésoderme, lequel forme la notocorde, inducteur de la formation du 

tube neural et de l'établissement de la polarité antéro-postérieure. 

2- Le mésoderme para-axial, lequel donne naissance aux somites, précmseurs des 

tissus conjonctifs du dos comme les os, les muscles et le derme. 

3- Le mésoderme intermédiaire, lequel forme le système urogénital. 

4- Le mésoderme des lames latérales, lequel forme le cœm et le système 

circulatoire, tapisse les cavités séreuses et participe à la formation des membres 

(excluant les muscles). 

5- Le mésenchyme céphalique, lequel forme les tissus conjonctifs faciaux . 

Le mésoderme est ainsi à l'origine de plusieurs organes et la formation de ces derniers se 

produit parallèlement à celle du tube neural (Slack, 2006). 

Tableau 1.1 Chronologie de l'organogenèse (Adapté de Franquinet et Foucrier, 2003) 

Temps Événements 

l8e-20e jours 

22e-23e jours 

24e-25e jours 

26ejour 

28e jour 

Ebauche du cœur 

Modelage du cœur, bomge01mement du foie et des poumons 

Formation des reins, de la vésicule optique et des gonocytes 

Circulation embryonnaire, différenciation du système digestif et 

bourgeonnement des membres supérieurs 

Échange sanguin mère fœtus et bourgeonnement des membres 

infériems 

32e jour Formation des cinq vésicules du cerveau 

40e-50e jours Modelage de la tête, de la cloison cardiaque, des mains et des pieds 

Fin du 2e mois Formation du corps et des membres et ouvertme des yeux 
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1.3.1 La somitogenèse 

La somitogenèse est la segmentation de la structure mésodermique qui se produit d'une 

manière antéropostérieure de chaque côté du tube neural. À mesure que les replis neuronaux 

se rejoignent à la ligne médiane, le mésoderme se fragmente en blocs de cellules formant les 

sornites. La formation des sornites est gérée par l'antagonisme entre la BMP et la protéine 

Noggin, essentielle au développement embryonnaire et synthétisée au début de la formation 

du mésoderme. Les somites sont temporaires, mais fort utiles pour déterminer le degré 

d'avancement de l'embryogenèse. Ils donnent naissance aux vertèbres, aux côtes, au derme 

de la peau du dos et au muscle strié du tronc et des membres en fonction des gènes Hox et en 

réponse aux signaux des tissus environnants (Gilbert et Singer, 2004; Slack, 2006). 

Le complexe Hox des vertébrés comprend 38 gènes séparés en quatre groupes : HoxA, B, 

C et D. Les gènes Hox sont responsables de la formation du système nerveux central, des 

structures crano-faciales et de la polarité antéropostérieure des membres chez les vertébrés 

(Marshall et al., 1996). Positionnés de façon séquentielle sur l' acide désoxyribonucléique 

(ADN), les gènes du complexe Ho x sont exprimés dans la direction 3' -7 5 ' . Les gènes des 

structures antérieures sont ainsi exprimés en premier. De plus, des éléments de réponse à 

l'acide rétinoïque (RARE) sont retrouvés dans la séquence 3' des gènes Hox et une 

augmentation progressive de la concentration d'AR induit l'expression sélective des gènes 

Hox assurant par exemple le patron des doigts (Eichele, Tickle et Alberts , 1985 ; Marshall et 

al., 1996). 

1.3.2 La squelettomyogenèse 

Certains somites constituent un myotome, duquel sont dérivées les cellules musculaires 

de type squelettique comme le montre la figure 1.2. Le myotome, qui est formé suite à 

l' induction par BMP-4, synthétise le facteur de transcription MyoD enclenchant la 

différenciation myogénique. Les myoblastes individuels initialement obtenus fusionnent 

ensuite (accotement et perte de la membrane plasmique de plusiems myoblastes) pour former 

des myofibres multinucléées. Afin de permettre la croissance musculaire, les myofibres 

formant les muscles squelettiques ont, à lem surface, des cellules satellites pouvant se diviser 
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Figure 1.2 Obtention de myocytes différenciés à partir de certains somites. Les 
cellules de certains somites sont en constante prolifération et constituent le myotome. 
Lors de l'étape de détermination myogénique, l'activation de MyoD et de Myf-5 est 
essentielle à l'obtention d'un myoblaste. Sous l'effet de la myogénine et de MRF4, les 
myoblastes complètent leur différenciation pour former une myofibre multinucléée. 
(adapté de Sabourin et Rudnicki, 2000). 
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et exprimant le facteur de croissance fibroblastique (FGF) (Gilbert et Singer, 2004 ; Slack, 

2006). 

MyoD fait parti de la superfamille de facteurs de transcription régulateurs de la 

myogenèse (MRF). En plus de MyoD (aussi appelé Myf-3) , cette famille est composée de 

Myf-5 , myogénine (Myf-1) et MRF4 (Myf-6) (Sabourin et Rudnicki, 2000). Les gènes 

encodant les quatre MRF sont exprimés selon une séquence temporelle précise et chaque 

membre est capable d'en activer un autre. Dans l'embryon de souris, le premier exprimé est 

Myf-5 des jours embryonnaires 8 à 14, suivi de la myogenine des jours embryonnaires 8,5 à 

10,5. MyoD entre en jeux des jours embryonnaires 10,5 jusqu'à la différenciation terminale 

du myocyte et MRF4 est exprimé des jours 9 à 12 (Punch, Jones et Rudnicki, 2009; Sabourin 

et Rudnicki, 2000). Au stade adulte, les muscles squelettiques ont un réservoir de cellules 

indifférenciées capables de proliférer (cellules satellites) qui permettent la régénération du 

muscle lors d'activité physique intense ou de blessure (Le Grand et Rudnicki, 2007). Ces 

cellules expriment les facteurs de transcription Pax3 et Pax7 qui sont essentiels pour garder 

les cellules satellites dans un état latent, une surexpression de Pax3 inhibant la différenciation 

myogénique (Rudnicki et al. , 2008). Dans certaines maladies musculaires, il y a diminution 

de la prolifération des cellules satellites menant à une atrophie musculaire, comme c'est le 

cas dans la dystrophie musculaire de Duchesne. Des études de thérapie cellulaire sont 
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présentement en cours afin de favoriser la prolifération et la différenciation de cellules du 

musque squelettique (Kuang et Rudnicki , 2008 ; Priee, Kuroda et Rudnicki, 2007). 

1.3.3 La formation du myocarde 

Le cœur est le premier organe fonctionnel de l'embryon. Il provient de la fusion bilatérale 

de deux couches du mésoderme pour former la cavité corporelle (le cœlome) s'étendant du 

cou à la région postérieure. Au cours du développement, le cœlome se divise en trois cavités 

séparées : pleurale (le thorax), péricardique (le cœur) et péritonéale (l'abdomen). Les cellules 

du mésoderme sont sous. le contrôle de la BMP et du FGF qui sont sécrétés par l'endoderme 

adjacent et induisent la synthèse du facteur de transcription Nkx2.5 . Nkx2.5 active par la 

suite la synthèse de plusieurs facteurs de transcription de la famille GATA et MEF2 (Fig. 1.3) 

qui, à leur tour, activent la synthèse de protéines spécifiques du CM comme la troponine 

inhibitrice cardiaque ( cTpni), le facteur natriurétique auriculaire (ANF) et les chaînes lourdes 

et légères de la myosine cardiaque (MHC, MLC). Les CM se spécialisent en type 

ventriculaire et auriculaire, les ventriculaires apparaissant en premier. Par la suite, le tube se 

remodèle pour former les quatre chambres et les battements débutent. Ces battements sont 

obtenus grâce à une pompe sodium-calcium dans les membranes des cellules cardiaques suite 

à une stimulation électrique par le sinus veineux générant l'onde de contraction (Gilbert et 

Singer, 2004 ; Slack, 2006). 
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Figure 1.3 Principales étapes de la formation du cœur. Les cardioblastes provenant du 
mésoderme sont transfonnés en cardiomyocytes sous 1 'action des facteurs de transcription 
Nkx2 .5 et GAT A4. Les cardiomyocytes expriment alors des protéines musculaires 
cardiaques et forment le tube cardiaque qui deviendra le cœur suite à son cloisonnement 
en quatre compartiments (oreillette, va lves, ventricule droit et gauche) . Les factems 
nécessaires, ou possiblement nécessa ires (?), à la forma tion de chacun des compartiments 
sont indiqués sous les flèches. (adapté de Gi lbe1t et Singer, 2004 ; Srivastava et Oison, 
2000). 
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Les BMP sont des protéines régulant une pléiotropie de fonctions cellulaires durant le 

développement embryonnaire et chez l'adulte (van Wijk, Moorman et van den Hoff, 2007) . 

Les BMP font partie de la famille des facteurs de croissance transformants bêta (TGF - ~) 

caractérisés par leur liaison à des récepteurs à activité de sérine/thréonine kinase. Plus de 20 

BMP ont été identifiées. Elles ont des profils d'expression temporels distincts et lient leurs 

récepteurs avec différentes affinités (Miyazono, Maeda et Imamura, 2005). BMP2 et 4 sont 

impliquées dans la différenciation cardiaque (Fig. 1.4). Elles doivent tout d'abord être 

inhibées de façon indirecte par FGF8 au stade de la prégastrulation pour permettre la 

formation du mésoderme cardiaque (Nakajima et al., 2009). Puis lors de la gastrulation, le 

mésoderme cardiaque exprime BMP2 et 4, lesquelles seules n ' induisent pas les facteurs de 

transcription cardiaques Nkx2.5 et GATA4. Ces BMP agiront de concert avec FGF8 pour 

permettre la maturation des CM (Nakajima et al., 2009 ; van Wijk, Moorman et van den 

Hoff, 2007). 
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Figure 1.4 Importance de BMP dans la différenciation des cardiomyocytes. BMP 
dérivée de l' endoderme est impliquée dans la myogenèse du cœur. La présence de BMP 
est essentielle pour l' expression de l' a -actinine sarcomérique, la chaîne lourde de la 
myosine et la ti tine. Par contre, l'express ion de l' a -actine du muscle lisse (SMA) et de la 
troponine T cardiaque (cTNT) sont indépendantes de BMP. (Nakaj ima et al. , 2009) 
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Les FGF sont une famille comportant 22 membres chez les vertébrés. Les FGF furent tout 

d'abord identifiés comme facteurs mitogéniques. Ils ont aussi des effets sur la survie, la 

migration et la différenciation cellulaires en culture. Lors de l' embryogenèse, les FGF jouent 

un rôle important dans l' induction du mésoderme et du neuroectoderme, du développement 

antéropostérieur et de la somitogenèse et du développement de différents organes comme le 

cœur (Dorey et Amaya, 2010). Comme le montre la figure 1.5 , FGF4 et 8 sont essentiels à la 

formation du cœur à différents stades de différenciation (Nakajima et al. , 2009). 

1.3.4 La génération du tissu adipeux et les autres organes mésodermiques 

Le mésoderme donne naissance à plusieurs autres structures comme les os, l'appareil 

urogénital et le tissu adipeux. Lors de l'ostéogenèse, il peut y avoir directement ossification 

du tissu mésenchymateux (ossification membranaire) ou formation de cartilage à partir des 

cellules mésenchymateuses suivie d'une seconde étape de remplacement du cartilage par le 

tissu osseux (ossification endochondrale). Le système mogénital comprend les reins, les 

gonades et la différenciation des sexes. Chez les mammifères, l'unité fonctionnelle du rein, le 

tubule rénal (néphron), est produit en trois étapes. Tout d'abord, un canal pronéphrotique 

prend forme et induit la formation d'un réseau de tubules, le pronéplu·os. Le pronéphros n'est 
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Figure 1.5 Importance de FGF dans la différenciation des cardiomyocytes La 
formation du mésoderme antérieur (précurseur du mésoderme cardiaque) est dépendante 
du facteur de croissance fibroblastique-8 (FGF8) et de Nodal. Ces deux facteurs doivent 
être exprimés ensemble pour permettre la synthèse de la chordine et ainsi inhiber l'activité 
de BMP à l'étape de la pré-gastrulation. À la gastrulation, FGF -8 agit de concert avec 
BMP2/4 pour permettre la différenciation terminale des cardiomyocytes (Nakajima et al., 
2009). 
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que transitoire et sera remplacé par un autre réseau de tubules, le mésonéphros. Le 

mésonéphros a plusieurs fonctions dans le développement : il est la source de cellules 

souches hématopoïétiques (donnant toutes les cellules sanguines), il est à l'origine du canal 

déférent et éjaculateur chez l' homme et il forme le rein permanent, le métanéphros (Gilbert et 

Singer, 2004). Les adipocytes apparaissent après 14 à 16 semaines de gestation dans les sites 

où il y a accumulation de gras chez l'adulte. L ' initiation de l'adipogenèse, depuis 

l' adipoblaste au préadipocyte, est indépendante des hormones et met en jeu les récepteurs

gamma activés par des proliférateurs de peroxysome (PPARy) et les translocases d'acides 

gras. Les hormones, comme par exemple l'hormone thyroïdie1me T3 et l'insuline (Ins), et les 

catécholamines sont essentielles à la différenciation terminale des préadipocytes. La 

complétion de cette différenciation implique une induction de la protéine-a lpha liant la 

séquence exhaustrice CCAAT (C/EBPa) et la machinerie enzymatique de synthèse et 

d'estérification des acides gras dont la lipoprotéine-lipase (LPL). À la naissance, les 

adipocytes comptent pour environ 16% du poids corporel. (Kiess et al., 2008) 



----------------------------------------------------

CHAPITRE II : LES CELLULES SOUCHES 

2.1 Définition et types 

La définition des cellules souches repose sur trois critères : les cellules souches doivent 

être multipotentes, capables de proliférer et capable d'auto-renouvellement par division 

symétrique ou asymétrique (Tuch, 2006). Il existe quatre types de cellules souches sur la base 

de leur potentiel à générer des types cellulaires différenciés : unipotentes, multipotentes, 

pluripotentes et totipotentes. Les cellules unipotentes ne peuvent former qu'une sorte de 

cellules différenciées. Les cellules multipotentes sont à l'origine d'au moins deux types de 

cellules différenciées, le plus souvent reliés à l'un ou l'autre des trois feuillets germinatifs ou 

à un organe. Par exemple, des cellules souches du système nerveux peuvent générer un 

neurone ou une cellule gliale. Dans la catégorie des cellules multipotentes, on retrouve les 

cellules souches de la moelle osseuse, dont les cellules hématopoïétiques (générant les 

différents types de cellules sanguines) et les cellules mésenchymateuses (donnant 

principalement les adipocytes, ostéocytes et chondrocytes). Les cellules totipotentes sont les 

cellules formant l'embryon dans les tout premiers jours de son développement ; elles 

génèrent tous les types cellulaires menant à la formation d'un organisme complet. Les 

cellules de l'embryon (ES) peuvent être cultivées in vitro et donner naissance à différents 

types cellulaires, mais comme on ne connaît pas les conditions menant à tous les types 

cellulaires, elles sont dites pluripotentes. D'autre part, la différenciation in vivo de ces 

cellules afin de former des cellules matures dépend de l'état de la cellule indifférenciée et de 

facteurs intrinsèques provenant de l'environnement immédiat appelé la niche (Perino et al., 

2008). 

2.2 Cellules souches naturelles : embryonnaires et somatiques 

Les cellules souches ES sont dérivées de la morula et s'organisent d'abord en deux 

couches, soient l'ectoderme, superficiellement, et l'endoderme, plus profondément. Entre ces 

deux couches, apparaît ensuite une troisième couche, le mésoderme. Ces trois couche_s ou 

feuillets vont constituer l' ébauche de tous les tissus et organes de l'organisme, comme nous 

l'avons vu à la section 1.2. Les cultures de cellules ES sont devenues un modèle de référence 
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pour comprendre les mécanismes moléculaires contrôlant le choix de la cellule à se 

différencier en types cellulaires particuliers. 

Des cellules souches sont aussi retrouvées dans plusieurs sinon la quasi-totalité des 

organes qui composent le corps humain que ce soit durant le développement avancé ou à 

l'âge adulte (Baksh, Song et Tuan, 2004). On les appelle cellules souches somatiques ou 

encore cellules souches adultes. Parmi les organes les plus utilisés conune source de cellules 

souches adultes, on compte la moelle osseuse, le muscle squelettique, le sang du cordon 

ombilical ainsi que les masses graisseuses, endroits d'où l'extraction des cellules est la plus 

facile (revu dans Si et al., 2011). Les cellules souches adultes sont multipotentes, elles 

peuvent se différencier en phénotypes cellulaires spécifiques du tissu où elles nichent. Elles 

permettraient la réparation et/ou la régénération du tissu endommagé. Nous pouvons 

imaginer que si les cellules souches somatiques sont sorties de leur « niche » naturelle, leur 

spectre de différenciation pourrait être augmenté et que si elles sont mises en présence 

d'agent favorisant un type cellulaire particulier, elles pourraient se différencier en un type 

cellulaire totalement différent de ceux retrouvés dans le tissu d'origine (Baraniak et 

McDevitt, 201 0). Les cellules souches somatiques ont un potentiel de différenciation plus 

restreint que les cellules ES. Cependant, elles sont considérées favorablement dans l'optique 

de transplantation cellulaire en médecine régénératrice (voir section 2.5). Elles permettent les 

autogreffes contournant ainsi les problèmes de rejet associés à des allogreffes. Elles 

permettent aussi d'éviter les problèmes éthiques reliés à l'utilisation de cellules ES (Teo et 

Vallier, 2010). Aussi de nombreux travaux se penchent présentement sur les conditions de 

différenciation de ces cellules in vitro. 

2.3 Le modèle de cellules souches embryonnaires P19 

Les cellules souches adultes ont possiblement déjà un caractère prédéterminé vers un 

nombre limité de phénotypes cellulaires matures. Par contre, les cellules ES, non 

prédéterminées sont un outil pertinent pour étudier à la fois détermination et maturation, les 

deux grandes étapes de la différenciation. Les cellules P19 utilisées dans le présent travail 

sont un modèle établi de cellules ES et permettent d'étudier la différenciation cellulaire in 

vitro (Andrews et al. , 2005). Les cellules P19 ont été obtenues à la suite de l'implantation de 
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cellules d'un embryon de 7,5 jours de souris dans un testicule de souris adulte (McBurney, 

1993 ; McBurney et al., 1982). Comme elles se sont retrouvées dans un milieu non utérin, les 

cellules implantées ont formé une tumeur appelée tératocarcinome. Cette tumeur contient des 

cellules différenciées de façon désordonnée ainsi que des cellules souches appelées cellules 

de carcinome embryonnaire (EC). La tumeur a été prélevée, dissociée et les cellules de EC 

isolées par sous-culture grâce à leur taux élevé de prolifération. Ainsi, les cellules P 19 

prolifèrent rapidement et sont pluripotentes puisqu'elles peuvent former des cellules dérivées 

des feuillets embryonnaires in vitro. In vivo, elles sont totipotentes. Ainsi, un blastocyste 

normal qui se développe dans l 'utérus et dans lequel on a implanté des cellules P 19 génère un 

fœtus normal, viable et dont tous les tissus contiennent les dérivés correctement différenciés 

des cellules P19 (Rudnicki et McBurney, 1987). 

Les cellules P19 ont l'avantage d' être plus faciles à cultiver que les cellules ES naturelles. 

Ces dernières ont une tendance à se différencier spontanément in vitro et cela, de façon 

désordonnée. Pour réduire ou annuler cette tendance, ces cellules doivent être cultivées sur 

des cellules nourricières (fibroblastes embryonnaires) et en présence de facteurs inhibiteurs 

de la différenciation tel que le facteur inhibiteur de la leucémie (LIF). Au contraire, les 

cellules P 19 se différencient peu de façon spontanée. Elles conservent leur caractère non 

différencié en l'absence de cellules nourricières et de LIF. La sécrétion d'inhibiteurs de la 

différenciation par les cellules P 19 serait un des mécanismes de leur résistance à la 

différenciation spontanée (Kawazoe et al., 2009) . Une différenciation contrôlée des cellules 

ES in vitro passe le plus souvent par la production de corps embryoïdes, des agrégats 

sphériques multicellulaires proposant en partie un environnement similaire à celui de 

l'embryon. Par la suite, les corps embryoïdes sont cultivés en couches adhérées à un support 

de culture pour y observer les cellules différenciées. Des agents inducteurs sont utilisés 

durant la phase de formation des corps embryoïdes et/ou durant la phase d'adhésion 

(McBurney, 1993). 

L'induction des agrégats de cellules P19 avec l'AR (10-6 M) permet de différencier les 

cellules en neurones et astrocytes (Rudnicki et McBurney, 1987). Les cellules P19 peuvent 

aussi être différenciées en cellules musculaires de type cardiaque et squelettique par une 
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induction avec l'AR à de plus faibles concentrations (1 o-8-10-9 M), le DMSO (0,5 -1,0 v/v%) 

ou 10·7 M d'OT (Danalache et al., 2007 ; McBurney et al., 1982 ; Paquin et al., 2002 ; 

Rudnicki et McBurney, 1987). Il est aujourd'hui possible d'induire la différenciation de 

cellules EC humaines, mais leur différenciation in vitro. prend plus de temps que les cellules 

EC de souris. 

2.4 Les cellules souches induites (IPS) 

Dans le développement de thérapies pour l'implantation cellulaire, un troisième type de 

cellules souches a été récemment mis au point. Il s'agit des cellules souches pluripotentes 

induites (IPS). Les cellules souches adultes sont développementalement plus restreintes que 

les cellules ES mais ces dernières ont le potentiel de former des tératomes dans l' organisme 

hôte. Aussi, des travaux ont été faits dans le but de conférer un caractère plmipotent à des 

cellules adultes. Des fibroblastes de souris et d'humain ont été ainsi modifiés pour ressembler 

aux cellules souches embryonnaires, ce sont des cellules IPS (Takahashi et al. , 2007 ; 

Takahashi et Yamanaka, 2006). Les cellules IPS ont été obtenues suite à une infection par des 

rétrovirus des gènes codant pour Oct3/4, Sox-2, c-Myc et Klf4 ; tous des facteurs de 

transcription reliés à la pluripotence (Takahashi et al. , 2007 ; Takahashi et Yamanaka, 2006) . 

La présence du facteur c-Myc ne permet malheureusement pas de contrer le risque de 

formation d'un tératome suite à une greffe cellulaire, mais récemment une équipe de 

recherche a montré que l'utilisation d'un anticorps dirigé contre l'antigène-S spécifique du 

stade embryonnaire (SSEA-5) permet d'inhiber la formation de tératome à partir de cellules 

IPS humaines (Tang et al., 2011). Depuis, il est possible d'obtenir des cellules IPS sans 

utilisation de rétrovirus qui s'intègre dans le génome hôte. L'utilisation d'adénovirus permet 

l'expression des mêmes quatre facteurs dans la cellule, mais de façon transitoire (Stadtfeld et 

al., 2008). L'utilisation de plasmides permet aussi d'obtenir des résultats similaires (Okita et 

al., 2008). 

2.5 Les types de cellules souches et la médecine régénératrice 

Cette récente possibilité de reprogrammer des cellules somatiques en cellules 

plmipotentes augmente l'intérêt clinique envers les cellules souches. Le but de la médecine 

régénératrice est d' implanter des cellules fonctionnelles dans différents organes malades pour 
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récupérer la fonction physiologique et/ou stimuler la différenciation des cellules souches 

résidentes. Depuis plus de 40 ans, des cellules souches hématopoïétiques sont transplantées 

dans la moelle osseuse de patients souffrant de diverses maladies sanguines comme la 

leucémie (Burt et al., 2008). L'utilisation de cellules souches en médecine régénératrice 

ouvre la porte au traitement de plusieurs maladies dégénératrices comme le diabète de type 1, 

les dégénérescences neuronales (la sclérose multiple, la maladie de Parkinson ou la maladie 

de Huntingdon) et les maladies du cœur (un infarctus du myocarde ou une myopathie) (Teo et 

Vallier, 2010). Le tableau 2.1 présente une liste non exhaustive de types cellulaires pouvant 

être obtenus à partir des cellules souches humaines. Des cellules souches somatiques peuvent 

être localisées dans une niche spécifique, essentielle pour maintenir leur renouvellement et 

différenciation, ce sont des cellules souches somatiques résidentes (Yin et Li, 2006). Par 

exemple, le cerveau, la peau, le cœur, les muscles, les poumons, les intestins et le foie sont 

des organes possédant des cellules souches somatiques endogènes ou résidentes. On les 

appelle aussi des cellules « progénitrices » sous-entendant une tendance déjà acquise à se 

différencier dans une voie particulière (revue dans Teo et Vallier, 2010). 

Tableau 2.1 Types cellulaires formés in vitro à partir de cellules souches humaines. 

Cellules souches Cellules différenciées Références 
Embryonnaires Cellules rétinales (Klimanskaya et al., 2004 ; Lund 

Mésenchymateuses 

Induites 

Neurones moteurs 
Cardiomyocytes 

Cellules ~ pancréatiques 

Hépatocytes 
Adipocytes 
Ostéoblastes 1 Ostéocytes 
Chondrocytes 
Cellules épithéliales 
Neurones 
Myocytes (in vivo) 
Neurones moteurs 
Cellules ~ pancréatiques 
Hépatocytes 
Cellules hématopoïétiques 
Cellules de la rétine 
Cardiomyocytes 

et al. , 2006) 
(Li et al., 2005) 
(Caspi et al., 2007; Dai et al. , 
2007) 
(Kroon et al., 2008; Zhang et al., 
2009) 
(Cai et al. , 2007) 
(in 't Anker et al., 2003) 
(in 't Anker et al., 2003) 
(Indrawattana et al. , 2004) 
(Sueblinvong et al. , 2008) 
(Greco et Rameshwar, 2007) 
(de la Garza-Rodea et al., 2011) 
(Dimos et al., 2008) 
(Zhang et al. , 2009) 
(Si-Tayeb et al. , 2010) 
(Ye et al., 2009) 
(Carr et al., 2009) 
(Ren et al., 2011 ; Zwi et al., 2009) 
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2.5.1 La regénération cardiaque par les cellules souches 

L'utilisation des cellules souches pour la régénération du cœur est un des axes de 

recherche les plus actifs. Plusieurs types cellulaires ont été proposés pour réparer le cœur 

endommagé : des myoblastes squelettiques, des fibroblastes , des cellules du muscle lisse, des 

myocytes fœtaux, des cellules ES, des cellules souches mésenchymateuses (MSC) ou 

hématopoïétiques (HSC) de la moelle osseuse, des cellules IPS et des cellules cardiaques 

progénitrices (CPC) (revue dans Hosoda et al., 2011 ). Les myocytes fœtaux, les fibroblastes 

et les cellules du muscle mou forment un greffon passif ayant un effet positif sur la fonction 

cardiaque en diminuant la raideur ventriculaire. Les cellules ES se greffent au myocarde mais 

meurent rapidement par manque de vascularisation et par rejet par le système immunitaire 

(Laflamrne et Murry, 2005). L'utilisation des myoblastes squelettiques remonte aux années 

1930. Cette technique demande l' implantation, sur la partie du cœur infarci, de larges 

feuillets de muscle squelettique cultivés et amplifiés pour former des myotubes in vitro. Les 

études ont malheureusement montré un manque d'intégration des myotubes dans le myocarde 

ainsi qu'une absence de synchronisation des battements et de l'arythmie (Hosoda et al., 

2011 ). Pour ces raisons, les myoblastes squelettiques ne sont plus utilisés pour la régénération 

cardiaque. Des CPC ont été découvertes dans le cœur de souris, elles sont positives pour les 

marqueurs de surface c-KIT ou SCA-1 et ont la propriété d'évacuer les marqueurs 

fluorescents ou de former des sphéroïdes multicellulaires (Anversa et Nadal-Ginard, 2002). 

Ces cellules provenant de la portion apicale du ventricule ou d'une partie éloignée de la paroi 

du cœur nécessitent d'être amplifiées in vitro avant de pouvoir être réimplantées . Les 

résultats quant à l'intégration, la différenciation et l'amélioration de la fonction du cœur sont 

mitigés, mais des études cliniques sont en cours pour les clarifier (revue dans Hosoda et al., 

2011 ; Laflamrne et Murry, 20 11). L'utilisation des cellules souches demeure très 

prometteuse. Des études cliniques utilisant des cellules de la moelle osseuse ont montré des 

effets bénéfiques à long terme sur le cœur infarci (Chen et al., 2004; Hare et al., 2009). Par 

contre, ces cellules ne se différencient pas en CM in vitro et in vivo et nécessitent une 

amplification in vitro afin d' implanter un type particulier. Les cellules ES peuvent être 

différenciées in vitro en CM avec un rendement dépassant rarement 20%. L 'utilisation 

d'hormones, de facteurs de croissance et de petites molécules pourrait améliorer ce 
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rendement et permettre éventuellement l'implantation de CM dérivés des cellules ES ou 

encore de cellules IPS anti-rejet (Chen, Wu et Wang, 2008). 

Les MSC de la moelle osseuse sont obtenues par centrifugation sur gradients de densité et 

comptent pour environ 0,1% des cellules extraites (Dimmeler et Zeiher, 2009). Les MSC 

isolées sont livrées de façon intra-coronarienne dans l'artère du ventricule gauche ayant subit 

des dommages dûs à l' ischémie-reperfusion (Laflamme et Murry, 2011). Les effets 

bénéfiques seraient principalement dûs à des facteurs paracrines qui auraient pour effet de 

diminuer l'apoptose cellulaire et d'augmenter la vascularisation. Souvent, il en résulte une 

augmentation de la fraction d'éjection ventriculaire de l'ordre de 6 à 15% (Si et al., 2011). 

Cette amélioration de la fonction cardiaque a été observée jusqu'à 18 mois suivant l' injection 

de cellules souches et les meilleurs rendements sont obtenus chez les patients ayant perdu 

plus de la moitié de la fraction d'éjection normale (Dimmeler et Zeiher, 2009). 

2.6 Facteurs et mécanismes de différenciation in vitro des cellules souches 

Il y a une abondante littérature en ce qui a trait à l'identification des conditions capables 

d'induire la différenciation des cellules souches in vitro. Les mécanismes cellulaires et 

génétiques permettant la différenciation in vivo sont encore incomplètement compris. Des 

études sont encore nécessaires pour mieux comprendre ces mécanismes afin de les reproduire 

ou de les stimuler. Le transfert génétique et l'utilisation d'acide ribonucléique (ARN) 

interférent sont très utilisés pour comprendre ces mécanismes mais ils ne sont pas 

nécessairement désirables pour induire la différenciation de cellules devant être implantées. 

Le tableau 2.2 présente deux grandes catégories de molécules extracellulaires induisant la 

différenciation mésodermique des cellules souches. Tout d'abord, les molécules de haut poids 

moléculaire comme les facteurs de croissance protéiques et les cytokines ou certaines 

hormones peptidiques. Ce sont des molécules instables dans un milieu biologique et difficiles 

à produire et à modifier de façon fonctionnelle. D'autre pmi, les molécules de faible poids 

moléculaire comme les vitamines et les inducteurs chimiques sont de plus en plus utilisées . 

Dans cette catégorie, les molécules utilisées sont généralement de structure plus simple et 

plus stable biologiquement. Il est aussi possible de modifier ou mimer ces substances de 

faible poids moléculaire afin de cibler spécifiquement certains récepteurs ou voies de 
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signalisation. Par exemple, des analogues de l'AR. Il est aussi possible de combiner des 

molécules comme c'est le cas dans la différenciation adipogénique des cellules ES. Cette 

différenciation nécessite l'utilisation de l'AR, une petite molécule de type vitamine, en plus 

de l'ajout de T3 , une hormone stéroïdienne et de l'Ins, un facteur protéique de croissance 

(Dani et al., 1997). En dernier lieu, des molécules chimiques non physiologiques (ex. le 

DMSO) peuvent aussi induire la différenciation cellulaire mais elles sont peu utilisées pour la 

médecine régénératrice. 

Les chapitres III et IV de ce document sont consacrés à l'OT et l'AR puisque nous 

utilisons ces molécules comme agents inducteurs de différenciation des cellules P 19 dans la 

thèse. De plus, le chapitre V porte sur les MAPK parce que quelques études rapportent un 

rôle de ces kinases dans la différenciation et que nous croyons qu'il existe une relation entre 

des MAPK et l'action morphogénique de l'OT et de l'AR. 
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Tableau 2.2 Exemples d ' inducteurs utilisés pour la différ enciation de cellules souches . 

Inducteurs Cellules 
tr a itées 

Facteurs de croissance/cytokines 
BMP2 ES 

Cardiotrophine-1 ES 
FGF2 ES 
IGF-II ES 

TGF-~ ES 
Wntl l ES 

Hormones peptidiques 
Dynorphine B 

Ocytocine 

Insuline 

ES 

ES 

EC 

MSC 

MSC 
Hormones stéroïdiennes et vitamines 

AR (dérivé de vit. A) ES 
ES 

EC 

Acide ascorbique ES 
(vit. C) 
T3 EC 

Autres molécules physiologiques 
NO ES 

EC 

Molécules non physiologiques 
5-Azacytidine EC 

MSC 

DMSO EC 

Lithium EC 

Cellules dérivées 

CM 

CM 
CM 
CM 
SKM 
CM 
CM 

CM 

CM 

CM 
SKM 
CM 

Adipocytes 

Adipocytes, Muscle 
SKM 

CM 
SKM 
CM 

CM 

CM 
CM 
SKM 

CM 
SKM 
CM 
SKM 
CM 
SKM 
CM 
SKM 

Références 

(Behfar et al., 2002 ; Kawai 
et al. , 2004) 
(Sa uer et al. , 2004) 
(Kawai et al., 2004) 
(Morali et al., 2000) 

(Behfar et al., 2002) 
(Terami et al. , 2004) 

(Ventura et al. , 2003) 

(Hatami, Va lojerdi et 
Mowla, 2007) 
(Danalache et al., 2007 ; 
Paquin et al., 2002) 
(Ybarra, del Castillo et 
Troncy, 2011) 
(Trope! et al., 2004) 

(Dani et al. , 1997) 
(Kennedy et al., 2009 ; 
Ryan et al. , 2011) 
(Rudnicki et McBurney, 
1987) 
(Takabashi et al. , 2003) 

(Rodriguez et al., 1994) 

(Kanno et al., 2004) 
(Danalache et al. , 2007) 

(Choi et al., 2004) 

(Makino et al. , 1999) 

(Rudnicki et al., 1990 
Sketjanc, 1999) 
(Schmidt, Guan et Wobus, 
2001) 

AR : Acide rétinoïque, BMP : Bane M01phogenic protein, CM: cardiomyocytes, DMSO: 
Diméthylsulfoxyde, FGF : Fibroblast growth factor, IGF : Insu/in growth factor, Ins: 
Insuline, MSC: Mesenchymal stem cel!, NO: Nitric oxide, SKM: cellules de muscle 
squelettique, T3: Triiodothyronine, TGF: Transforming growth factor, Wnt: wingless-type 
MMTV integration site fam ily . 



CHAPITRE III : L'OCYTOCINE (OT) COMME AGENT DE DIFFÉRENCIATION 

3.1 Structure et biosynthèse de l'OT 

C'est en 1928 que Kamrn a réussi à cristalliser et à séparer deux substances de 

l'hypophyse: l'alpha-hypopharnine ocytocique (nommée aujourd'hui ocytocine ou OT) et la 

bêta-hypophamine vasopressive (nommée aujourd' hui vasopressine ou VP). En 1953, les 

structures de l'OT et de la VP ont été élucidées par Du Vigneaud et se sont révélées 

similaires (Fig. 3.1 ). Deux ans plus tard, ce chercheur a reçu le prix Nobel pour la 

détermination de la séquence en acides aminés de l'OT ainsi que pour sa synthèse en 

laboratoire. Les étapes de biosynthèse de l'OT ont été élucidées par après. L'OT est 

synthétisée sous la forme d'un précurseur (pré-pro-OT) constitué d'un peptide signal 

(séquence « pré») ainsi que des séquences de l'OT et de la neurophysine-I (NP-I) séparées 

par trois acides aminés (Gly-Lys-Arg). Le clivage du peptide signal forme la pro-OT 

(Fig. 3.2), laquelle est ensuite convertie en OT mature par l'action successive d'une 

prohormone-convertase, d'une carboxypeptidase de type B ( carboxypeptidase E) et d'une 

enzyme d'arnidation, la peptidylglycine-a.-amidating-monooxygénase (Altstein et Gainer, 

1988). 

En plus de l'axe hypothalamo-hypophysaire, des sites de synthèse de l'hormone furent 

découverts dans plusiems tissus incluant les systèmes reproductifs femelle (utérus, placenta 

Ocytocine (OT) 

12 3 45 6 7 8 9 

Cys-Tyr -lle-GI n-Asn-Cys-Pro-Leu-G ly-N H2 

L----S-8__1 

Vasopressine (VP) 

123 45 6 7 8 9 

Cys-Tyr -Phe-Gin-Asn-Cys-Pro-Arg-Giy-N H2 

L----S-S__j 

Figure 3.1 Structure primaire de l'ocytocine et la vasopressine. L 'ocytocine et la 
vasopressine ont une séquence en acides aminés similaire ne différant qu'au niveau des 
acides aminés en positions 3 et 8 (Du Vigneaud, Ressler et Trippett, 1953). 



OT -Gly-Lys-Arg-NP-1 

1 prohormone convertase 

~ NP-1 

OT -Gly-Lys-Arg 
et OT-Gly-Lys 

1 Carboxypeptidase E 

OT-Gly 

1 
Peptidylglycine a-amidating 

monooxygenase 

OT-NHz 
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Figure 3.2 Biosynthèse de OT à partir de sa forme pro-OT. La portion neurophysine-I 
(NP-I) est enlevée de la prohormone OT -Gly-Lys-Arg-NP-1 par l'action d'une 
endopeptidase de type convertase qui clive après des acides aminés basiques. Ensuite, une 
carboxypeptidase de type B (la carboxypeptidase E) clive les résidus Arg et Lys 
surnuméraires pour former l'intermédiaire OT -Gly. Ce dernier subit une ami dation par 
l'enzyme d'amidation (la peptidyglycine-a-amidating-monooxygenase) menant à la forme 
active de OT (Altstein et Gainer, 1988). 

et ovaire) et mâle (testicule, épididyme et prostate), ainsi que les glandes surrénales, la glande 

pinéale, le thymus et le cerveau des deux sexes (Ang et Jenkins, 1984 ; Argiolas et al., 1990 ; 

Dogterom, Van Wimersma Greidanus et Swabb, 1977 ; Gauquelin et al., 1988 ; Gimpl et 

Fahrenholz, 2001). Plus récemment, il y a eu la découverte de la synthèse de l'OT et de son 

récepteur (OTR) dans le cœur et le système vasculaire de la souris (Gutkowska et al., 1997 ; 

Jankowski et al., 2004) . L 'OT a une demi-vie de 3 à 5 min chez l'humain et est métabolisée 

au niveau du foie, du rein, des glandes mammaires et de l'utérus chez la femme enceinte. La 

dégradation de l'OT est réalisée par une enzyme plasmatique, l'ocytocinase, enzyme aussi 

présente dans le placenta où elle porte également le nom de Leu-aminopeptidase placentaire 

(Fabian et al., 1969). 
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3.2 Différents rôles et mécanismes d'action 

L 'OT hypophysaire est sécrétée dans la circulation systémique et elle agit comme 

hormone endocrine sur des cellules à distance du lieu de libération incluant les cellules de 

l'utérus dont elle provoque les contractions des cellules du muscle lisse menant à 

l'accouchement (den Hertog, de Groot et van Dongen, 2001) et les cellules des glandes 

ma1mnaires pour faciliter l'éjection du lait (Nishimori et Matzuk, 1996 ; Wagner et al., 1997 ; 

Young et al., 1998). Outre ses actions bien connues dans l'accouchement et l' allaitement, 

l'OTa aussi des effets antidiurétiques (rapportés par Von den V elven dès 1913) ainsi que des 

rôles dans la prise d' eau et de nourriture, la mémoire sociale et les liens affectifs (entre 

parents et rejetons, entre partenaires dans la reproduction) (Insel, 1997 ; Winslow et Insel, 

2002). Des niveaux réduits d' OT et de son récepteur sont associés à des désordres mentaux 

comme l'autisme (Hammock et Young, 2006 ; Hollander et al., 2003 ; Wu et al. , 2005). 

C'est au début des aimées 1980 que le mécanisme utérotonique traduisant le signal 

hormonal a été élucidé (Fuchs et al., 1984). Lorsque l'OT lie son récepteur, elle induit une 

augmentation du taux d'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) intracellulaire, ce qui entraîne une 

libération vers le cytoplasme des ions Ca2
+ contenus dans le réticulum endoplasmique (RE). 

Voici les différentes étapes menant à la libération du calcium. Tout d'abord, l'OT fixe son 

récepteur couplé à une protéine G, ce qui stimule l'activité de la phospholipase C (PLC) et la 

production d'IP3 . La PLC hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2), générant 

le 1,2-diacylglycérol (DAG) qui reste ancré à la membrane et l'IP3 hydrosoluble qui se lie à 

des. canaux calciques du RE. La libération subséquente de Ca2
+ vers le cytosol induit une 

contraction. Suite à la contraction, l'IP3 est hydrolysé en inositol-1,4-biphosphate (IP2) afin 

de ne plus affecter l'efflux du calcium. 

3.3 Rôles de l'OT dans le cœur et la différenciation cardiaque 

En 1997, l'équipe du Dr Gutkowska a démontré pour la première fois l' existence d'un 

système complet de l'OT avec OTR dans le cœur et le système cardia-vasculaire chez le rat 

(Gutkowska et al., 1997 ; Jankowski et al. , 1998). Cette équipe a montré qu 'OT/OTRjoue un 

rôle de régulateur de la pression sanguine via la libération d'ANF, un puissant vasodilatateur. 

De plus, l'OT augmente la force de contraction du cœur en exerçant une action inotropique et 

----- ----- - ----
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chronotropique négative sur le cœur isolé et perfusé (Favaretto et al., 1997 ; Mukaddam

Daher et al. , 2001). En accord avec les études sur le cœur isolé d'animaux normaux, de 

l'hypotension et une augmentation du gain baroréflexe à la pression sanguine ont été 

observées chez des souris Or1
- (Michelini et al., 2003). 

3.3.1 Les raisons de l'intérêt pour l'OT comme agent cardiomyogénique 

En 1985, il fut démontré que le niveau d'OT dans la circulation systémique augmente 

chez les femmes enceintes et qu'une partie de cette augmentation serait d'origine fœtale (de 

Geest et al., 1985). De plus, chez le rat un niveau élevé d'OT est observé dans le cœur au 21 e 

jour de gestation ainsi qu'au jour 1 à 4 post-natal, période où les myocytes cardiaques sont à 

un niveau élevé d'hyperplasie (Paquin et al. , 2002). Lorsque des niveaux d'OT sont 

administrés en excès, des problèmes de croissance cardiaque comme l'hypertrophie ont été 

observés chez le rat et l'humain (Chard et al., 1970 ; Schriefer, Lewis et Miller, 1982) . À 

l'inverse, l'utilisation d'un antagoniste (OTA) pour inhiber OTR dans la phase précoce de 

développement de l'œuf de poulet mène à des malformations cardiaques chez l'embryon 

(Paquin et al., 2002). Jumelée à la découverte du système OT/OT~ dans le cœur (Jankowski 

et al., 1998), cette collection d'observations a mené l'équipe du Dr Paquin en collaboration 

avec celle du Dr Gutkowska à étudier et évaluer le potentiel cardiomyogénique de l'OT sur la 

lignée P 19 de cellules souches (Paquin et al., 2002). 

3.3.2 Démonstration de l'action cardiomyogénique de l'OT 

C'est en 2002 qu'a été démontrée la capacité de l'OT à induire la différenciation de 

cellules souches en CM (Paquin et al. , 2002). Le mécanisme implique OTR puisque 

l'utilisation de OTA inhibe la différenciation cardiomyogénique induite par OT. Un effet 

OT/OTR serait aussi impliqué dans l'action cardiomyogénique du DMSO puisqu'elle est 

aussi bloquée par OTA. La forme biosynthétique intermédiaire, OT-Gly-Lys-A.rg, menant à 

l'OT mature (Fig. 3 .2) est aussi cardiomyogénique dans les cellules P 19 en plus d' être la 

forme prépondérante d'OT dans le cœur du rat nouveau-né (Danalache et al. , 2010). Il 

semblerait que l'action cardiomyogénique de l'OT passe par une augmentation de la 

libération de Ca2
+, signalisation déjà suspectée lors de l'utilisation du DMSO (van der 
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Heyden et Defize, 2003). De plus, le mécanisme implique aussi l'oxyde nitrique (NO)

synthase (NOS) puisque l'utilisation d'un inhibiteur de cette enzyme (le N,G-nitro-L

arginine-methyl-ester ou L-NAME) inhibe l'effet cardiomyogénique de l' OT dans les 

cellules P 19 (Danalache et al., 2007). NO est essentiel à la différenciation optimale de CM à 

partir de cellules ES (Kanno et al., 2004) et la différenciation à base d'OT passe par la 

génération de NO puisque l'utilisation d 'un générateur de NO (le S-nitroso-N

acetylpenicillamine ou SNAP) permet l'observation de cellules battantes à partir de cellules 

P 19 (Dana lache et al., 2007). 

L 'action cardiomyogénique de l'OT n'est pas spécifique aux cellules P19. Ainsi, le 

traitement avec OT de cellules ES de souris, qui expriment OTR à leur stade indifférencié, 

accélère l'apparition des cellules battantes (Hatami, Valojerdi et Mowla, 2007). L 'OT exerce 

aussi une action cardiomyogénique sur les cellules souches somatiques du cœur chez la souris 

(Matsuma et al., 2004) . Dans cette étude, des cellules Sca-1 + présentant des propriétés de 

cellules souches expriment, suite à l'induction avec l'OT, les gènes des facteurs de 

transcription cardiaques ainsi que de protéines contractiles en plus de montrer une 

augmentation des niveaux de Ca2
+ (Hatarni, Valojerdi et Mowla, 2007). L'OT est aussi 

cardiomyogénique sur les MSC de porc tel que démontré par l'augmentation des transcrits et 

des protéines impliqués dans la contraction des CM, via la voie des NOS (Ybarra, del Castillo 

et Troncy, 2011). L'implication de NO a été démontrée dans cette dernière étude. De plus, 

l'OT et son récepteur sont présent dans cœur de souris et humain (Jankowski et al., 2004 ; 

Jankowski et al., 1998). 



CHAPITRE IV :L'ACIDE RETINOÏQUE (AR) COMME AGENT DE 

DIFFÉRENCIATION 

4.1 Importance et source de l'AR et autres rétinoïdes 

La vitamine A (rétinol) est essentielle au développement embryonnaire et au 

fonctionnement de l'organisme adulte autant chez l'homme que chez la femme (Fig. 4.1). 

L'acide tout-trans rétinoïque (atRA) est la molécule la plus active de la vitamine A (Ross et 

al. , 2000). 

Les rétinoïdes sont des molécules lipophiles de structme apparentée au rétinol que l'on 

retrouve exclusivement dans l'alimentation. Les rétinoïdes sont instables et s' isomérisent 

rapidement, notamment sous l'effet de la lumière. Les isomères de l'AR les plus retrouvés 

chez les mammifères sont le tout-trans, le 9-cis et le 13-cis. Les rétinoïdes sont aussi 

Figure 4.1 Résumé des fonctions variées de la vitamine A au stade adulte (Ross et al., 
2000). 
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sensibles à l'oxygène, l'oxydation provoquant leur inactivation (Barua et Fun, 1998). De ces 

isomères, c'est l'atRA qui est le plus abondant. Dans le reste du texte, les abréviations atRA 

et AR sont équivalentes. L'AR est obtenu à partir du rétinol suite à des transformations 

enzymatiques. Il existe aussi des formes biologiquement inactives de rétinol conm1e les esters 

de rétinol (dans le foie des animaux) et la ~ -carotène (dans les végétaux) qui servent au 

stockage du rétinol. Le rétinal, un intermédiaire de la synthèse de l'AR, seraient aussi 

bioinactif. Les métabolites polaires seraient moins inactifs que pensés initialement et sont 

obtenus à la suite de la métabolisation de l'atRA et de ses isoformes. Les métabolites polaires 

sont éliminés au niveau de la vésicule biliaire (Napoli, 1996, 1999). 

Les rétinoïdes sont essentiels tout au long du développement embryonnaire, de façon 

temps- et concentration-dépendante (Shenefelt, 2010). Chez les vertébrés, l'AR dirige la 

segmentation (arrangement périodique des vertèbres, précurseurs de la colonne vertébrale) 

ainsi que le positionnement des somites. Le rétinol est important dans les processus de 

prolifération, de différenciation et d'apoptose cellulaires et un excès ou une carence peut 

entraîner la formation de tératome ou encore la mort embryonnaire (Zile, 2001). Par exemple, 

une hypovitaminose au cours du développement embryotmaire affectera le cerveau 

postérieur, le système visuel et auditif, les organes dérivant de la crête neurale et la glande 

thyroïde (Zile, 2001 ). 

4.2 Métabolisme et action intracellulaire de l'AR 

La figure 4.2 résume les grandes étapes de la synthèse et la dégradation de l'AR. Le 

rétinol anive dans les tissus par la circulation sanguine sous une forme liée à sa protéine de 

transport RBP . Le complexe est fixé par le récepteur membranaire STRAT6, qui diminue 

l'affinité du rétinol pour la RBP et permet la dissociation du rétinol qui entre seul dans la 

cellule. Le rétinol intracellulaire est lié à la protéine CRBP (protéine de liaison du rétinol 

cellulaire), ensuite transformé en AR par l'action de l'alcool-déshydrogénase et de la 

rétinaldéhyde-déshydrogénase. L'AR lie une autre protéine intracellulaire, la CRABP 

(protéine de liaison de l'AR cellulaire) qui permet le transfert de l' AR du cytoplasme au 

noyau. On retrouve deux isoformes de la CRABP : la CRABP-II, qui contrairement à la 



Figure 4.2 Synthèse et signalisation de l'acide rétinoïque L'AR est produit dans des 
tissus spécifiques comme le foie à partir du rétinol. Le rétinol circulant est lié à la protéine 
RBP4. Il se dissocie de cette protéine lors de son transfert dans la cellule par la protéine 
STRA6. Le rétinol est oxydé par l'alcool/rétinol-déshydrogénase (ADH/RDH) pour 
former le rétinaldéhyde, lequel est ensuite converti en AR par l'action de la rétinaldéhyde
déshydrogénase (RALDH). Le rétinol peut aussi lier la protéine de liaison cellulaire du 
rétinol (CRBP) pour être entreposé sous la forme d'esters de rétinyl. La liaison de l'AR 
avec la protéine cellulaire-2 de liaison à l'AR (CRABP2) permet son transfert au noyau et 
la liaison aux récepteurs de l'AR (RAR). Alternativement, l'AR peut être dégradé via les 
cytochromes P450 inductibles par l'AR (CYP26) (Duester, 2008; Nezzar et al., 2007). 
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CRAPB-I, permet le transfert nucléaire et la liaison des récepteurs à l'AR (RAR). CRABP 

agit donc comme régulateur de la quantité d 'AR entrant dans le noyau et donc de la quantité 

d'AR génétiquement actif. CRABP serait responsable du gradient d 'AR créé dans l'axe 

antéropostérieur de l'embryon (Dues ter, 2008 ; Marshall et al., 1996 ; Napoli, 1996 ; Sessler 

et Noy, 2005). La concentration d'AR est aussi régulée par la transformation d'atRA en 

métabolites plus polaires via le métabolisme oxydatif suite à la liaison avec CRABP-I. Une 

des isoformes du cytochrome P450 (CYP450), le cytochrome P26 (CYP26), catalyse 

l'hydroxylation de l'AR en 4-hydroxy-AR (4-0H-AR). Ce processus d'inactivation est 

complété par une oxydation en 4-oxo-AR. Le tout-trans-4-oxo-AR est susceptible à 

l'isomérisation naturelle menant à la formation d'autres métabolites polaires comme le tout

trans-18-hydroxy-AR (Napoli, 1999 ; Nezzar et al., 2007 ; Roberts et al. , 1979). En plus 
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d'être obtenus à partir de l'atRA, le 4-hydroxy-AR et le 4-oxo-AR peuvent être générés à 

partir du 9-cis-AR et 13-cis-AR (Lanvers et al., 1996). 

4.3 Action nucléaire des rétinoïdes 

Les effets de la vitamine A sont principalement dus à la forme atRA via des récepteurs 

nucléaires spécifiques. Toutefois, le 9-cis-AR peut activer des facteurs de transcription 

régulant la croissance et la différenciation des cellules saines et malignes (Rubin et al. , 1994) 

et le 13 -cis-AR possède des propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales (Datta et Lianos, 

1999 ; Waliszewski et al., 1999). Les rétinoïdes lient deux familles de récepteurs, les 

récepteurs à l'AR (RAR) et les récepteurs aux rétinoïdes-X (RXR). Selon des épissages 

alternatifs, les deux familles de récepteurs comprennent chacune trois isoformes : a, ~ et y 

(RAR a, ~, y et RXR a,~ ' y). Chacune de ces isoformes est exprimée constitutivement et, en 

absence de leur ligand, lie l'ADN. Le ligand naturel des RAR est l'atRA et celui des RXR est 

le 9-cis-AR qui est obtenu par isomérisation de l'atRA (Sucov et Evans, 1995). La régulation 

transcriptionnelle des gènes cibles de l'AR est reliée à la reconnaissance et l'assemblage 

coopératif d'hétérodimères RAR/RXR sur des courtes séquences d'ADN appelées éléments 

de réponse à l'AR (RARE) (Nezzar et al., 2007). Les multiples effets de la vitamine A 

s'expliquent par le fait que plusieurs gènes ciblés par l'AR sont des gènes impliqués dans 

différents processus biologiques. De plus, la redondance des récepteurs RAR et RXR montre 

l'importance de la vitamine A dans le développement. 

4.4 La voie non-génomique de l'action de l'AR 

De façon classique, les RAR sont des régulateurs de la transcription génique suivant leur 

activation par leur ligand, généralement l' AR. L 'hétérodimérisation RAR/RXR régule 

l'expression de gènes impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaires en 

activant différents facteurs de transcription au niveau nucléaire. L ' isoforme alpha des RAR 

(RARa) est aussi présent à la membrane plasmique des cellules dans les radeaux lipidiques 

(lipids rafts), des microdomaines enrichis en cholestérol, sphingolipides et diverses 

molécules signalisatrices comme les récepteurs couplés aux protéines G. Les protéines G 

transmettent le signal à des molécules effectrices comme la PLC, la protéine-kinase C (PKC) 
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et la kinase MAPK-P38 (les MAPK sont abordées au chapitre V). L'activation de P38 est 

rapide (moins de cinq minutes) et implique la dimérisation de RARa avec la protéine G alpha 

Q (Gaq) (Bruck et al., 2009 ; Piskunov et Rochette-Egly, 2011 ; Rochette-Egly et Germain, 

2009). 

4.5 Les rétinoïdes dans la différenciation cellulaire 

L'implication de l'AR dans le développement de l'embryon fut démontrée par des études 

sur les bourgeons membranaires. L'ajout d'AR de façon exogène induit la fusion des doigts, 

la diminution du radius ainsi que des retards de croissance de la squelettogénèse (Ross et al., 

2000). En plus de l'AR, les protéines de liaison CRABP et les récepteurs RAR sont présents 

dans l'embryon en développement (Dolle et al., 1989 ; Kwarta et al., 1985). Plusieurs 

recherches ont montré l'implication de l'AR dans la différenciation des cellules souches en 

culture. L'utilisation de l'AR sur des cellules souches P19 a des effets différents selon la 

concentration. À forte concentration (10-6M), les cellules P 19 se différencient en neurones et 

astrocytes. Par contre, à concentrations plus faibles (1 o·7 à 10·9M), 1 'AR induit la 

différenciation des P19 en cellules musculaires de type cardiaque (10-9M) et squelettique (10-

8M) (Kennedy et al., 2009; Rudnicki et McBurney, 1987). L'AR permet aussi d'obtenir des 

adipocytes et des ostéocytes lorsqu 'utilisé à 10·6M sur des cellules ES (Buttery et al., 2001 ; 

Dani et al., 1997; zur Nieden, Kempka et Ahr, 2003). L'AR est aussi morphogénique sur les 

cellules souches adultes. Il permet la différenciation des MSC en neurones et en ostéocytes 

(dans ce dernier cas, l'AR agit en synergie avec BMP9) (Anghileri et al. , 2008 ; Zhang et al., 

2010). 

L'atRA ct ses isomères physiologiques ou des analogues synthétiques ont été grandement 

évalués pour contrer la progression tumorale. L'atRA est déjà accepté par la Food and Drug 

Administration (FDA) des États-Unis comme agent de traitement de la leucémie 

promyélocytique aiguë (Wujcik, 1996). Le 13-cis-AR est décrit comme un agent prometteur 

dans la lutte au cancer de la thyroïde et des ligands synthétiques des RXR (comme le 

LGD 1 069) ont des effets préventifs sur le cancer du sein (revue dans Brtko, 2007). Par 

contre, les rétinoïdes physiologiques ou synthétiques apparentés à l'AR ont été très peu 

étudiés dans une optique de différenciation cellulaire. 



CHAPITRE V: LES MAPK 

5.1 Généralités 

Les cellules répondent aux signaux extracellulaires par différentes voies de signalisation 

intracellulaires comme la cascade de signalisation menant à l'activation (phosphorylation) 

des protéines de la famille des protéines-kinases activées par des mitogènes (MAPK, 

mitogen-activated protein kinases). Les protéines de cette famille sont des sérine/thréonine

kinases possédant un site de phosphorylation conservé suivant le schéma selon : Thr - X -

Tyr. Il existe trois grandes familles de MAPK (Fig. 5.1) qui se distinguent par l'acide aminé 

Growth factors, 
cytokines 

~ 

lm m ERK 

Radiation, 
ONA damage, oxidant stress, 

cytokines 

JNK p38 
mJ 

Figure 5.1 Voies d'activation des protéines-kinases. Les MAPK font chacune partie d'une 
cascade de signalisation constituée de trois participants qui transmettent un signal à partir 
d'un réceptem membranaire jusqu'à une cible spécifique intracellulaire. Cette cascade de 
kinases débute par l'activation d'une MAP3K (MEKK) qui phosphoryle une MAP2K 
(MEK) qui à son tour stimule l'activité d'une MAPK par une double phosphorylation sur 
un résidu thréonine et un résidu tyrosine. Les trois principaux groupes de MAPKs chez les 
mammifères sont ERK, JNK et P38 (Geest et Coffer, 2009). 
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en position X. Une glycine identifie la famille P38, un glutamate la famille ERK, et une 

praline la famille JNK (Pimienta et Pascual, 2007). Les voies des MAPK peuvent être 

individuellement ou concomittamment activées. Comme le montre la figure 5.1, l'activation 

des différentes kinases est variable (facteurs de croissance, cytokines, stress cellulaire, ... ) et 

leur substrat l'est tout autant. Le système de régulation des MAPK est un module de trois 

kinases (MAP3K -7 MAP2K -7 MAPK) impliquées dans le relais d'informations allant de la 

membrane plasmique vers le noyau où la spécificité des substrats va en augmentant. Par 

exemple les combinaisons MAP2K -7 MAPK sont beaucoup plus spécifiques que celles de 

MAP3K -7 MAP2K (Craig et al., 2008 ; Widmann et al., 1999). Les MAPK agissent 

principalement sur la survie, la croissance et la différenciation cellulaires en réponse à la 

présence d'un facteur de croissance, d'une hormone ou d'un neurotransmetteur dans le milieu 

extracellulaire (Adams, Sachs et Vaillancourt, 2002). 

5.2 ERKl et 2 

La voie de signalisation des MAPK la plus étudiée chez les mammifères est celle des 

kinases régulées par des signaux extracellulaires (ERK) et comporte 5 membres, dont ERK.l 

et ERK2 sont les plus étudiés. Dans les années 1980, plusieurs études ont démontré qu'une 

stimulation avec différents facteurs de croissance comme le facteur de croissance des 

plaquettes (PDGF) ou le facteur de croissance épidermique (EGF) menait à la 

phosphorylation d'une tyrosine sur une protéine de 42 kDa. Des études subséquentes ont 

montré que cette phosphorylation pouvait aussi être obtenue suite à une stimulation par l'Ins 

des cellules 3T3-Ll et qu'une thréonine était aussi phosphorylée. De poids moléculaire 

respectif de 42 et 44 kDa, ERK.l et 2 (ERK.l/2) sont activées par différents agents variant de 

facteurs de croissance à des agonistes de récepteurs couplés aux protéines G. L'activation de 

ERK.l/2 mène à l'activation de plusieurs facteurs de transcription et d'autres sérine

thréonine-kinases (Ser/Thr-kinases), et contribue à la régulation de la prolifération, de la 

différenciation, du cycle et de la survie cellulaires. Les isoformes 3, 4 et 5 ont été beaucoup 

moins étudiées. Elles sont activées par la PKC, l'EGF et le stress oxydatif respectivement. 

Pour être activées, ERK.l/2 nécessitent, comme toutes les MAPK, une double 

phosphorylation qui se situe pour ces isoformes sur la thréonine 183 et la tyrosine 185 

(Widmann et al., 1999). 
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La voie de signalisation de ERK.l/2 débute, dans la cellule, par une activation de Ras qui 

stimule MAP3K menant à la phosphorylation de MAP2K. MAP2K agit sur ERK.l /2 via 

MEK1 et MEK2 qui ont une activité kinasique sur des résidus de thréonine et de tyrosine 

situés dans une séquence signalisatrice d ' exportation au noyau. Il est proposé que MEK1 , 

dans son état inactif, séquestre ERKl/2 dans le cytoplasme. L 'activation phosphorylatrice de 

MEK1 permet l'activation phosphorylatrice de ERK.l/2. ERK.l/2 phosphorylées se dissocient 

de MEK et sont transloquées dans le noyau où elles agissent, entre autres , sur plusieurs 

facteurs de transcription. MAP3K peut aussi être activée par des récepteurs de type Tyr

kinase ou couplés à une protéine G (Widmann et al., 1999) . 

5.3 P38 

Chez les mammifères, on retrouve quatre isoformes de P38 (P38a, P38~, P38y et P38À) 

qui partagent 60% d'homologie entre elles . P38a et P38~ sont retrouvées dans tous les tissus 

alors que P38y et P38À sont spécifiques à certains tissus. Pour être active, P38 doit être 

phosphorylée par une kinase MKK3 , une MAP2K (fig. 5.1), sur la thréonine 180 et la 

tyrosine 182 (une double phosphorylation est donc essentielle à l'activation). Cette activation 

de P38 permettra la phosphorylation et l'activation du facteur activateur de transcription-2 

(ATF-2) (Fig. 5.1) ainsi que de la protéine-kinase 2 activée par les MAP-kinases 

(MAPKAPK2/MK2) . L 'activation de P38 répond à des stimuli extracellulaires comme les 

rayons UV, le stress oxydatif, les cytokines inflammatoires et les facteurs de croissance 

(Foltz et al. , 1997; Lee et al., 1994 ; Raingeaud et al., 1995). La multitude d 'activateurs de 

P38 montre la complexité de cette voie dépendante non seulement des stimuli, mais aussi du 

type cellulaire puisque l'Ins augmente la phosphorylation de P38 dans des adipocytes de la 

lignée 3T3-Ll (Sweeney et al., 1999) et l'inhibe dans des neurones de poussin (Heidemeich 

et Kmmner, 1996). 

La kinase P38 agit sur plusieurs substrats permettant à cette voie de jouer une multitude 

de fonctions complexes et parfois contradictoires. Le premier substrat qui lui fut associé est la 

MAPKAPK2/MK2. Lorsque MK2 ou MK3 (homologue de MK2) sont activées, plusieurs 

autres facteurs pourront être activés comme HSP 27, la protéine de liaison à l'élément 

répondant à l' AMPc (CREB), le facteur de réponse au sérum (SRF) ou encore le ATF 1 
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(Heidemeich et al. , 1999; Stokoe et al., 1992; Tan et al., 1996). P38 peut aussi activer par 

phosphorylation d'autres facteurs de transcription de la famille ATF ou les facteurs de 

transcription MEF2C et MEF2A (Widmann et al., 1999). 

5.4 JNK 

La voie de signalisation de la kinase de la terminaison NH2 de cJun (JNK) fut identifiée 

en 1991 par sa spécificité de phosphorylation sur cJun, sur un site NH2-terminal (Pulverer et 

al., 1991). JNK est l'homologue humain de la protéines-kinase activée par le stress (SAPK) 

chez le rat et existe sous 10 iso formes dont les séquences géniques sont réparties sur 3 

chromosomes. JNK1 et 2 sont exprimées de façon ubiquitaire contrairement à JNK3 qui se 

retrouve exclusivement dans le cerveau (Gupta et al., 1996 ; Kyriakis et al., 1994; Yang et 

al., 1997). La JNK est principalement étudiée conune une protéine de réponse au stress et très 

peu de choses est connue en ce qui a trait à la voie de transduction suivant un stress, un 

sevrage, des dommages à l 'ADN ou la liaison de Fas à la surface de la cellule. Ces stress 

cellulaires font de JNK un agent impliqué dans l'apoptose, que ce soit via le ligand Fas 

(FasL) ou la caspase-3 (Widmann et al., 1999). Par contre, JNK peut parfois favoriser la 

survie et la croissance cellulaires (Widmann et al., 1999). 

5.5 Les MAPK dans la différenciation de cellules souches in vitro 

Les MAPK jouent un rôle important dans la différenciation des cellules . L 'utilisation 

d' inhibiteurs pharmacologiques durant la période d'induction ou durant la période de 

maturation peut indiquer un rôle dans l 'induction ou la maturation alors que l'inactivation 

génique ne permet pas de distinguer la période critique d'action. Selon diverses études dans 

différents types cellulaires, la différenciation neuronale requiert une diminution de la 

phosphorylation des MAPK ERK et P38 suivie d'une augmentation de leur niveau de 

phosphorylation (Bost et al., 2002 ; Davidson et Morange, 2000 ; Enarsson et al. , 2002 ; Jung 

et al., 2003). L 'adipogenèse et la cardiomyogenèse des cellules souches nécessitent une 

augmentation de la phosphorylation de ERK dans la période d' induction et une diminution de 

p-ERK est nécessaire pour générer des adipocytes matures (Bost et al., 2005a ; Eriksson et 

Leppa, 2002) . Par contre, une augmentation de la phosphorylation de P38 est nécessaire pour 
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obtenir des CM, ce qui n'est pas le cas pour l'adipogenèse (Aouadi et al., 2006b; Aouadi et 

al., 2006c ; Davidson et M01·ange, 2000). La différenciation des cellules P19 en SKM 

nécessite une diminution de la phosphorylation de ERK suivi de son augmentation (Eriksson 

et Leppa, 2002). Pour sa part, P38 doit voir sa phosphorylation augmenter pour permettre la 

fusion des myoblastes en myotubes (Aziz, Liu et Dilworth, 2010 ; Zetser, Gredin ger et 

Bengal, 1999). 

Il pourrait avoir un lien entre la signalisation des MAPK, celle de NO et celle de OT. Dans 

les cellules ES, la cardiomyogénèse spontanée est facilitée par le transfert génique de la NOS 

ou par une exposition des cellules à un donnem de NO exogène (Kanno et al., 2004). 

L'action cardiomyogénique de l'OT dans les cellules P 19 comme dans les MSC de porc 

implique aussi l'action du NO (Danalache et al., 2007 ; Ybarra, del Castillo et Troncy, 2011). 

En effet, la différenciation cardiomyogénique de ces cellules, induite par OT, est diminuée 

par un inhibiteur des NOS, le L-NAME (Danalache et al., 2007 ; Ybarra, del Castillo et 

Troncy, 2011). La production de NO est parfois associée à l'activation de ERKl/2 et P38. 

C'est le cas, par exemple, dans des cellules vasculaires du muscle mou (D01·onzo et al., 2011 

; Lepicier et al., 2006). Nous ne connaissons pas l'impact de NO sur ERK1 /2 et P38 dans un 

processus de différenciation myogénique. Alors que l'OT stimule la phosphorylation de 

ERK1 /2 de façon transitoire et rapide sur des cellules myométrales humaines (Wrzal et al., 

2012a), nous ne connaissons pas son effet sur les MAPK dans la différenciation cellulaire. 



PARTIEIT 

PARTIE EXPÉRIMENTALE 



CHAPITRE VI : PROJET DE RECHERCHE 

6.1 Problématique 

L'infarctus du myocarde est une des premières causes de mortalité dans les pays 

industrialisés. Les thérapies actuelles vont de la prise de médicaments à la transplantation de 

l'organe entier. Une nouvelle forme de thérapie cardiovasculaire prend de l'ampleur, il s'agit 

de la thérapie cellulaire. Un volet de ce type de thérapie consiste en l'implantation de cellules 

afin de recellulariser la zone nécrosée du myocarde par injection directement dans le cœur ou 

via la circulation systémique. Les premières cellules utilisées pour la thérapie cellulaire furent 

des types cellulaires similaires aux CM, soient des CM néonataux, des suspensions contenant 

des cellules ES différenciées en CM ou des cellules satellites du muscle squelettique. Par la 

suite, des cellules souches non différenciées ont été utilisées, comme des cellules souches de 

la moelle osseuse (HSC ou MSC) ou des cellules progénitrices retrouvées naturellement dans 

le cœur (revu dans Guan et Hasenfuss, 2007 ; Liao et al., 2007). L ' implantation de cellules 

souches indifférenciées a souvent amélioré la fonction cardiaque mais très peu de cellules 

souches demeurent dans le myocarde (Ringe et al., 2002). Pour cette raison, les efforts 

actuels sont dirigés vers l'implantation de cellules souches pré-dérivées en CM in vitro afin 

d'avoir une meilleure intégration au tissu cardiaque. Les cellules ES présentent l'avantage de 

la totipotence. Les cellules souches adultes présentent l'avantage de permettre des autogreffes 

comparativement aux cellules ES . Cependant, les rendements cardiomyogéniques in vitro de 

ces deux types de cellules souches ne dépassent guère 20% (Makino et al., 1999). 

L'élucidation des mécanismes de la différenciation cellulaire est nécessaire à la 

compréhension des processus développementaux. Aussi, la différenciation cellulaire est 

largement étudiée en utilisant des cellules ES ou EC comme modèles d'investigation. 

Eventuellement, les connaissances seront transposées aux cellules souches adultes. Les 

cellules ES et EC peuvent être différenciées en cellules des trois feuillets germinatifs in vitro . 

Les cellules ES et EC se conduisent de façon similaire. Cependant, le maintien en culture des 

cellules EC, dont les cellules P 19 de souris, est moins exigeant. Par exemple, ces cellules, 

contrairement aux cellules ES, ne nécessitent pas la présence d 'une couche de cellules 
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nourricières, ni l 'addition du LIF pour conserver leur phénotype indifférencié. Par sa 

simplicité de culture et sa similarité avec les cellules ES, le modèle de cellules P 19 est un bon 

modèle pour l'étude du développement précoce chez les mammifères. 

Cette thèse veut contribuer à définir les conditions/mécanismes de la différenciation 

cardiomyogénique en utilisant le modèle cellulaire P19. Un certain nombre de molécules a 

été identifié comme ayant un pouvoir cardiomyogénique : des vitamines ou leurs dérivés (la 

vitamine C, l'atRA), des hormones stéroïdiennes (T3), des hormones peptidiques (l'Ins, la 

dynorphine, l'OT) et des agents non-physiologiques (la 5-azacytidine, le DMSO). 

L'atRA est un dérivé liposoluble de la vitamine A et un morphogène essentiel du 

développement des mammifères. Il induit la différenciation des cellules P 19 en neurones, 

fibroblastes et cellules musculaires de façon concentration-dépendante (Rudnicki et 

McBurney, 1987). Il induit aussi la différenciation de cellules ES en adipocytes (Dani et al., 

1997). L'atRA a aussi des pouvoirs morphogènes sur les cellules souches adultes induisant la 

différenciation de MSC en neurones (Cho et al., 2005) et en ostéocytes (Malladi et al., 2006). 

L'atRA se fixe à des récepteurs nucléaires spécifiques appartenant à la famille des récepteurs 

aux hormones stéroïdiennes/thyroïdiennes et comprenant les récepteurs de l'atAR : RARa, 

RARP et RARy, et les récepteurs de rétinoïdes RXRa, RXRP et RXRy (Boudjelal et al., 

1997). Dans la différenciation cardiomyogénique des cellules ES, l'atRA se lie à un RAR 

(revu dans Mark et al., 1997) pour ensuite former un hétérodimère avec un récepteur RXR 

qui active le facteur de transcription cardiomyogénique GAT A4 (Clabby et al., 2003). Les 

RAR et RXR impliqués dans la différenciation adipogénique sont peu connus (Dani, 1999). 

Par contre, les RAR et RXR sont essentiels au bon fonctionnement des adipocytes matures 

(Alvarez et al., 2000). La formation d'un hétérodimère entre un RXR et le facteur de 

transcription adipogénique PPARy est essentielle à la différenciation complète des cellules 

souches en adipocytes (Lowell, 1999). 

L'OT, une hormone impliquée dans la reproduction, les contacts sociaux et l'homéostasie 

métabolique, a des effets morphogéniques. Elle induit la différenciation de cellules P 19 en 

CM (Paquin et al., 2002) et inhibe la maturation de cellules pré-adipocytaires 3T3 -Ll en 
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adipocytes (Wilson et Hollenberg, 1987). Les adipocytes sont dérivés du même feuillet 

embryonnaii'e que les CM, soit le mésoderme. Étonnamment, des agents cardiomyogéniques 

comme l'atRA, l'Ins et la T3 sont aussi impliqués dans l'adipogénèse (Bani-Yaghoub et al., 

2004; Dani et al., 1997; van der Heyden et Defize, 2003). 

Des travaux ont souligné l'importance des MAPK dans l'obtention de phénotypes 

cellulaires adultes. Le tableau 6.1 résume les connaissances acquises sur l'état de 

phosphorylation requis ou observé pour ERK et P38 pour la génération de types cellulaires 

précis à partir de cellules ES et de cellules Pl9. Ce tableau montre que les connaissances sont 

incomplètes ou partielles. Pour l'obtention de neurones à partir de cellules Pl9, ERK et P38 

doivent être inactivées (i .e. déphosphorylées) durant la période d'induction et P38 activée 

(phosphorylée) durant la période de maturation (Davidson et Mo range, 2000 ; Laplante, 

2004). Une inactivation de P38 suivi de son activation a aussi été observée pour la 

neurogenèse à patiir des cellules ES (Aouadi et al., 2006b ; Binetruy et al., 2007). Lors de la 

différenciation de cellules ES en adipocytes, une augmentation de la phosphorylation de ERK 

est requise dans la phase précoce (induction) et une diminution. de la phosphorylation dans la 

phase tardive (maturation) (Bost et al., 2005a ; Bost et al. , 2002). Une induction avec l'atRA 

est essentielle à l'activation de la voie de différenciation adipogénique induite par PPARy 

(Lowell, 1999). L'atRA induit l'activation de ERK et cette voie de signalisation augmente 

l'expression de PP AR y. Par contre, la phosphorylation de P38 ne doit pas être stimulée durant 

la dernière phase de l'adipogénèse (Aouadi et al., 2006c) . La différenciation spontanée des 

cellules ES en CM nécessite l'activation de P38 dans la phase précoce (Aouadi et al., 2006b) . 

L'utilisation du DMSO pour induire la différenciation cardiaque des cellules Pl9 est 

accompagnée d'une augmentation de la phosphorylation de ERK et P38 dans la phase 

précoce (Davidson et Morange, 2000 ; Eriksson et Leppa, 2002). L'induction des cellules 

P 19 avec le DMSO permet aussi de différencier les cellules P 19 en cellules musculaire 

squelettique. Pour ce faire, une diminution de ERK dans la phase précoce doit être suivi 

d'une augmentation de la phosphorylation de ERK et P38 durant la phase de maturation 

(Davidson et Marange, 2000 ; Eriksson et Leppa, 2002) . Par contre, l'importance des MAPK 

dans la différenciation myogénique des cellules Pl9 induite avec l'OT ou l'AR est peu 

connue. 
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Dans certaines situations non reliées à la différenciation cellulaire ou dans certains types 

cellulaires, en particulier les cellules du système reproducteur femelle, l'OT est capable 

d' induire une phosphorylation de ERK suite à la liaison à son récepteur (Pequeux et al., 

2004). Cependant, on ne sait pas dans quelle mesure les MAPK sont impliquées dans l'action 

cardiomyogénique de l 'OT. Tous ces travaux ont été réalisés avec des modèles cellulaires 

différents et des agents de différenciation di fférents. Cette thèse avait pour but de clarifier 

l'implication des MAPK dans la différenciation mésodermique de façon intégrée dans le 

même modèle cellulaire Pl9 en utilisant l'atAR ou l'OT conune agent inducteur. 

Tableau 6.1 État de phosphorylation requis ou observé pour ERK et P38 dans la 
différenciation cellulaire. 

Voie de différenciation Modèle cellulaire Période Période de 
(agent inducteur) d'induction maturation 

N ew-ogénèse Pl9 (atRA) p-P38 l p-P38 j 
p-ERK l p-ERK j 

ES (atRA) p-P38 l p-P38 j 
p-ERK ? p-IŒ.K "? 

Adipogénèse ES (atRA) p-P38 '? p-P38 l 
p-ERK j p-ERK l 

Squelettomyogénèse ES (atRA) p-P38 j p-P38 '! 
p-ERK '! p-ERK j 

Pl9 (atRA) p-1)38 ? p-P38 ? 
p-ERK '? p-ERK '! 

Pl9 (DMSO) p-P38 '? p-P38 j 
p-ERK l p-ERK j 

Cardiomyogénèse ES (spontané) p-P38 j p-P38 '? 
p-ERK ? p-ERK ? 

Pl9 (DMSO) p-P38 i p-1'38 ? 
p-ERK j p-ERK '? 

Pl9 (atRA) p-P38 ? p-P38 ? 
p-ERK '! p-ERK '? 

Pl9 (OT) p-P38 '? p-P38 '? 
p-ERK '? p-ERK ? 

Une diminution (t) ou une stimulation (î) de la phosphorylation est nécessaire au bon déroulement de 
la période mentionnée. Le point d'interrogation indique une exigence de phosphorylation non connue 
ou qui diffère selon les études publiées. Les références sont retrouvées dans le texte principal. 
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6.2 Hypothèse et objectifs 

L'AR est recotmu comme un morphogène puissant nécessaire à la formation de tout 

l'organisme et l'OTa des propriétés myogéniques. Les conditions d'exposition à l'AR et ses 

analogues (rétinoïdes) ainsi qu'à l'OT pourraient aider à contrôler la différenciation 

mésodennique en particulier dans la détermination myogénique versus adipogénique. 

Comme les MAPK apparaissent être impliquées dans diverses voies de la différenciation 

mésodermique, leur activité pourrait compter parmi les mécanismes d'action de l'OT et de 

l'atRA. Les objectifs de la présente thèse sont les suivants : 

1) Notre premier objectif a été d'établir une action mésodermique élargie de l'atRA 

dans le modèle Pl9, de déterminer l'influence de l'OT sur cette action et de comparer 

les pouvoirs myogéniques de l'atRA et de l'OT. En effet, des travaux ont rapporté 

que l'atRA a une influence mésodermique élargie sur les cellules ES, générant à la 

fois des adipocytes, des CM et des SKM alors que seule une action myogénique a été 

mise en évidence dans les cellules P19. D'autre part, l'OT inhibe la maturation de 

pré-adipocytes. 

2) Notre deuxième objectif a été de déterminer l'importance des voies RAR et RXR 

dans l'action mésodermique de l'atRA et l'impact de l'activation spécifique de 

chacune de ces voies sur les profils de phosphorylation de ERK et P38. 

3) Notre dernier objectif a été de déterminer l'importance des voies RAR, RXR et 

MAPK dans l'action myogénique de l'OT et cela en variant la fenêtre temporelle de 

traitement durant l'induction de la différenciation. 

6.3 Approche expérimentale 

Voici les grandes lignes des procédures expérimentales utilisées tout au long de la thèse : 

a) Différenciation des cellules Pl9: La figure 6.1 schématise les deux protocoles de 

différenciation utlisés dans la thèse. La différenciation des cellules P19 en CM est 

effectuée avec l'OT comme agent d' induction. Les cellules sont cultivées en suspension 

pendant quatre jours en présence de 10-7 M d'OT puis en adhésion sur support en absence 

d'agent inducteur pendant dix jours. Ce protocole de base, nommé protocole cardiaque 

« classique », est le protocole témoin lors de la comparaison des rendements 
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Période d'induction Période de maturation 

A. A. 
Protocole ( \( \ 

+ OTlO-ï M 

Cardiaque 
0 2 4 14 Jours 

1 1 1 
Il 1 classique Il • 

+ atRA 10·6 M 
+ 85 n},ri Ins et 2 n1;I T3 

~ 
0 2 5 7 27 Jours 

Adipogétùque 11-----tl---+--1 ---+1----1// 1 . 

Figure 6.1 Principaux protocoles de différenciation des cellules P19. Les protocoles 
de différenciation cardiaque classique et adipogénique comportent deux étapes distinctes. 
La période d'induction (ou d'agrégation) où les cellules sont cultivées en suspension pour 
permettre la formation d'agrégats (ou corps embryoïdes), et la période de maturation où 
les cellules sont transférées en boîtes de culture tissulaire pour permettre leur adhésion au 
support et le développement du phénotype mature. Le protocole cardiaque classique 
utilise l'OT seulement durant les quatre jours de la période d'induction et la période de 
maturation est de 10 jours (J4+10 ou J14). Le protocole adipogénique uti lise l'atRA 
comme inducteur durant les jours deux à cinq de la période d'induction, et le milieu de 
maturation est composé d'Ins et de l'hormonne T3 pour une période de 20 jours (J7+20 
ou J27). 

cardiomyogéniques. Des SKM sont aussi générés mais en très faible quantité. Le 

protocole adipogénique comprend une culture de sept jours en suspension avec provision 

de 1 o-6 M d'atRA des jours deux à cinq. Les agrégats âgés de sept jours sont par la suite 

cultivés en adhésion en présence de 85 nM d'Ins et de 2 nM de T3. Il est à noter que le 

protocole adipogénique génère aussi des myocytes comme cela sera démontré dans le 

chapitre VIL 

Pour étudier l'impact des voies RAR, RXR et MAPK, des analogues de l'atRA et des 

modulateurs pharmacologiques de ERK et P38 ont été utilisés. Un agoniste des RAR et 
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un agoniste des RXR ont remplacé l'atRA dans le protocole adipogénique. L'atRA ou ses 

analogues ont été combinés à l'OT dans le protocole cardiaque. Des modulateurs de ERK 

et P38 ont aussi été combinés à l'OT dans ce protocole. Deux fenêtres temporelles de 

traitement ont été évaluées, incluant une fenêtre de traitement précoce (JO à J4) et une 

fenêtre tardive (J2 à J4). Enfin, les profils de phosphorylation d'ERK ou de P38 ont été 

analysés par immunobuvardage. 

b) Détermination des rendements myogéniques et adipogéniques: L'examen morphologique 

des cultures P 19 en différenciation a permis la détection de myocytes de types cardiaque 

et squelettique (présence de colonies battantes/contractiles) et d'adipocytes (présence 

d'inclusions lipidiques dans les cellules). Les rendements myogéniques et adipogéniques 

et de non-différenciation résiduelle ont été étudiés par réaction de polymérase en chaîne 

(PCR), immunobuvardage, cytochimie et cytofluorescence de marqueurs phénotypiques, 

comme rapporté dans le tableau 6.2. Une partie de ce travail a été réalisée avec des 

cellules P 19CL6-MLC2v-GFP. Ce clone des cellules P 19 exprime la protéine 

fluorescente verte (GFP) sous le contrôle transcriptionnel du promoteur de la chaîne 

légère de la myosine 2 ventriculaire (MLC2v). Les cellules fluorescentes GFP dans les 

cultures en différenciation sont ainsi identifiées comme des CM (Moore et al., 2004). 

c) Général - Analyse statistique: Les études ont été réalisées sur 3 séries cellulaires 

indépendantes. Les analyses statistiques des d01mées (moyennes ± écarts-moyens) ont été 

faites avec le logiciel JMP IN 7.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Les comparaisons 

entre deux groupes de données ont été réalisées avec le test-t de Student. Une valeur de 

P<0,05 fut considérée comme significative. 
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Tableau 6.2 Marqueurs phénotypiques utilisés et leur mesure dans la caractérisation de 
cellules P19 et leurs dérivées. 

Phenotype Marqueur Mesure 

Cellule souche Oct3/4 IB 

Cardiomyocyte cTpni PCR, IB 

a-Actinine sarcomérique IB, Cytofluorescence (cellules 
rondes) 

Protéine rapporteuse GFP Cytofluorescence 

Cellules de muscle a-Actinine sarcomérique IB, Cytofluorescence (cellules 
squelettique longues) 

MyoD PCR, IB 

Adipocyte Triglycérides Coloration à l'huile rouge 

PPARy PCR, IB, Cytofluorescence 

aP2 PCR 

LPL PCR 

GFP, protéine fluorescente verte; lB, immunobuvardage; PCR, réaction de polymérase en 
chaîne. 
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CHAPITRE VII : SKELET AL AND CARDIAC MYOGENESIS ACCOMPANY 

ADIPOGENESIS IN P19 EMBRYONAL STEM CELLS 

Le travail de ce chapitre a été publié, en 2010, dans Stem Cells and Development 18 (7): 

1023-32, par Frédéric Bouchard et Joanne Paquin. Certaines parties des résultats ont été 

présentées sous forme de communications dans des congrès: 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, Génération de myocytes cardiaques et 

squelettiques dans la différenciation adipogénique de cellules souches embryonnaires 

P19. 1er Colloque annuel du Centre Pharmaquam de l'UQAM. Montréal. 16-17 juin 

2009. 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, Génération de myocytes cardiaques et 

squelettiques dans la différenciation adipogénique de cellules souches embryonnaires 

P19. 77e Congrès annuel de l'Association francophone pour le savoir (ACFAS). 

Ottawa. 11-15 mai 2009. 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, Génération de myocytes cardiaques et 

squelettiques dans la différenciation adipogénique de cellules souches embryonnaires 

P19. 4° Colloque annuel du Centre _de recherches biomédicales de l'UQAM 

(BioMed). Montréal 30 avril 2008. 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, L'ocytocine dans la différenciation 

cardiomyogénique et adipogénique de cellules souches embryonnaires P 19. 48e 

Réunion annuele du Club de recherches cliniques du Québec (CRCQ). St-Alexis-des

Monts. 21-23 sept. 2006. 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, L'ocytocine dans la différenciation 

cardiomyogénique et adipogénique de cellules souches embryonnaires P 19. 7 4 e 

Congrès annuel de l' ACFAS. Montréal. 15-19 mai 2006. 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, L'ocytocine dans la différenciation 

cardiomyogénique et adipogénique de cellules souches embryonnaires P 19. 2e 

Colloque annuel du Centre BioMed. Montréal. 27 avril 2006. 
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7.1 Résumé 

Les cellules de carcinome embryonnaire P 19 ressemblent aux cellules souches 

embryom1aires (ES) normales. Elles génèrent des myocytes cardiaques et squelettiques en 

réponse à l'acide rétinoïque (AR) ou à l'ocytocine (OT). Un traitement à l'AR suivi d'une 

exposition à la triiodothy:ronine (T3) et à l'insuline induit la différenciation des cellules ES en 

adipocytes et cellules de muscle squelettique. D'autre part, l'OT (10-7 M) a été rapportée 

comme inhibant la maturation des préadipocytes 3T3. L'objectif du présent travail a été de 

déterminer si les cellules P19 ont un potentiel adipogénique pouvant être affecté par l'OT. 

Les cellules ont été traitées avec l'AR (10-6 M)/T3+Ins (protocole adipogénique) ou 10-7 M 

OT (protocole cardiomyogénique) et analysées par PCR et par des teclmiques 

immunologiques et cytochimiques. Le marquage à l'huile rouge et l'expression de PP AR y et 

d'aP2 indiquent la génération d'adipocytes dans les cultures soumises au protocole 

adipogénique. Des cellules contractiles ont aussi été générées. Les cellules positives pour l' a

actinine sarcomérique et négatives pour la troponine I cardiaque ( cTpni) indiquent la 

génération de SKM et les cellules positives pour la cTpni révèlent la génération de CM. Les 

niveaùx de la cTpni et du marqueur de muscle squelettique MyoD sont similaires dans le 

protocole adipogénique et cardiomyogénique, mais l'huile rouge n'a marqué aucune cellule 

dans le protocole cardiomyogénique. L 'ajout d'OT 10-7 M au protocole adipogénique n'a 

affecté ni le marquage à l' huile rouge ni l'expression de PPARy. Notablement, le marqueur 

de pluripotence Oct3/4 est disparu dans le protocole adipogénique mais est demeuré exprimé 

dans le protocole cardiomyogénique. Les cellules P 19 ont donc un potentiel adipogénique 

non affecté par l'OT 10-7 M. La combinaison AR/T3+Ins génère un large spectre de dérivées 

cellulaires mésodermiques et est un traitement morphogénique plus puissant que l'OT. Les 

cellules P19 pourraient aider à l'investigation des mécanismes de détermination cellulaire 

durant le développement. 
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7.2 Abstract 

P19 embryonic carcmoma cells resemb1e normal embryonic stem cells (ES). They 

generate cardiac and skeletal myocytes in response to retinoic acid (RA) or oxytocin (OT). 

RA treatment followed by exposure to triiodothyronine (T3) and insulin induces ES cells 

differentiation into adipocytes and skeletomyocytes. On the other hand, OT (10-7 M) was 

reported to inhibit 3T3 preadipocyte maturation. The present work was undertaken to 

determine whether P 19 cells have an adipogenic potential that could be affected by OT. Cells 

were treated with RA (10-6 M)/T3+insulin (adipogenic protocol) or 10-7 M OT 

(cardiomyogenic protocol), and analysed by PCR, immunotechniques and cytochemistry. 

Oil-Red-0 staining and expression of PP AR y and aP2 indicated the generation of adipocytes 

in cultures submitted to the adipogenic protocol. Contracting cells were also generated. Cells 

positive for sarcomeric acti nin and negative for cardiac troponin inhibitor ( cTpni) indicated 

. generation of skeletal myocytes, and cTpni positive cells revealed generation of 

cardiomyocytes. Levels of cTpni and of the skeletal marker MyoD were almost similar in 

both protocols whereas no Oil-Red-0 staining was associated with the cardiomyogenic 

protocol. Addition of 10-7 M OT to the adipogenic protocol did not affect Oil-Red-0 staining 

and PP AR y expression. Interestingly, Oct3/4 pluripotency marker disappeared in the 

adipogenic protocol but remained expressed in the cardiomyogenic one. P 19 cells have thus 

an adipogenic potential non affected by 10-7 MOT. RA/T3+insulin combination generates a 

larger spectrum of mesodermal cell derivatives and is a more potent morphogenie treatment 

than OT. P19 cells could help investigating mechanisms of cell fate decision during 

development. 

7.3 Introduction 

Embryonic stem (ES) cells, derived from the itmer cell mass of matmnalian blastocysts, 

hold great promise in cell replacement therapies since they can generate many, if not all, cell 

types of the organism. For instance, efforts are invested in developing protoco1s that drive 

differentiation of ES cells into cardiomyocytes in vitro for subsequent engraftment into the 

heart, with the hope of successfully treat cardiac diseases. Various conditions and molecules 

have already been found as stimulating cardiomyogenic differentiation of ES cells as well as 
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embryonic carcmoma (EC) cells which are ES cell siblings. Structurally very different 

molecules revealed to be cardiomyogenic. Dimethylsulfoxide, although a non physiological 

solvent, is a potent inducer (Rudnicki et McBurney, 1987). Among physiologically relevant 

inducers are: nitric oxide (Kam1o et al., 2004); steroid/vitamin molecules including retinoic 

ac id (RA), triiodothyronine (T3), ascorbic ac id (Rodriguez et al., 1994 ; Rudnicki et 

McBurney, 1987 ; Takahashi et al., 2003); thepeptide hormones dynorphin, oxytocin (OT), 

to sorne extent endothelin (Gassanov et al., 2004 ; Hatami, Valojcrdi et Mowla, 2007 ; 

Paquin et al., 2002; Ventura et Maioli, 2000); and growth factors such as bone morphogenie 

factors and growth fibroblast factors (Yoon et al. , 2005). Most often ES and EC cells are 

treated with inducing agents while being cultivated as floating aggregates called embryoid 

bodies. Generally ES and EC cells respond in a similar manner to treatment with inducers 

although conditions for routine propagation are different. ES cells must be cultivated on 

embryonic feeder cells and in the presence of differentiation inhibitory factors to maintain 

their undifferentiated character; the removal of these conditions induces spontaneous 

differentiation into cardiomyocytes. EC cells, su ch as the mo use P 19 cells used in the present 

work, remain undifferentiated without the help of feeder cells or inhibitory factors, and do 

not spontaneously generate cardiomyocytes. 

Efficiency of cardiac differentiation of ES and EC cells in vitro is still not optimal using 

one or the other agents, with yields varying around 5% and reaching perhaps 20% in sorne 

cases of co-culture systems (Danalache et al. , 2007 ; Graichen et al., 2008 ; Guan et 

Hasenfuss, 2007 ; Xu et al., 2008). There is a lack of comparison between efficiencies of 

different protocols and efforts to fill this gap could help in the fine tuning of the more 

promising approaches. In the P 19 mode!, order of cardiomyogenesis efficiency was OT (10-7 

M) ;::: dimethylsulfoxide (0.5-1% v/v) > RA (10-8-10-7 M) when these agents were added to 

cultures during the entire period of cel! aggregation (J ankowski et al., 2004 ; Paquin et al., 

2002). Skeletal muscle cells are also generated with cardiomyocytes in these cultures 

(Danalache et al. , 2007 ; Rudnicki et McBurney, 1987). It is worth of note that exposure of 

P19 cells to higher RA concentration (10-6 M) over the aggregation period generates neurons 

but not muscle cells (La plante, Beliveau et Paquin, 2004 ; Poirier et al., 2006 ; Rudnicki et 

McBurney, 1987 ; Sketjanc et McBurney, 1994). Interestingly application of such high RA 
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concentration at rnidterm instead of beginning of the cell aggregation period followed by 

exposure to T3 and insulin was shown to induce differentiation of ES ce ils into adipocytes 

and skeletomyocytes, and perhaps into cardiomyocytes also although generation of this last 

cell type was not demonstrated (Dani, 1999). On the other hand, OT (10.7 M) was reported to 

inhibit insulin-stimulated maturation of mouse 3T3-F442A preadipocytes into adipocytes 

(Wilson et Hollenberg, 1987). Altogether these findings suggest that modifying combinations 

and temporal applications of differentiation agents can influence the balance of differentiated 

cell types produced. The present work was undertaken to determine whether Pl9 cells have 

an adipogenic potential that could be influenced by OT white using RA, insulin and T3 as the 

differentiating treatment, and to compare the cardiomyogenic yield of RA/insulin/T3- and 

OT -based differentiation protocols. 

7.4 Materials and methods 

7.4.1 Culture and differentiation of P19 cells 

Cells were routinely cultured at 37°C, in a humidified atmosphere of 5% C02, and in a 

propagation medium consisting of alpha-modified Eagle's minimum essential medium 

(aMEM; Invitrogen Life Teclmologies, Burlington, ON, Canada) supplemented with 10% 

heat-inactivated fetal bovine serum (P AA Laboratories, Rex dale, ON, Canada), 50 U/mL 

penicillin and 50 f!g/mL streptomycin (Invitrogen) (Paquin et al., 2002). Passages were done 

every two da ys using trypsin and EDT A to detach cells. Adipogenic differentiation protoco 1 

(Adipo) was adapted from that developed by Dani et al. with mouse ES cells (Dani ct al., 

1997). P 19 cells were grown in hanging drops of 20 flL containing 1000 cells in propagation 

medium from day zero (DO) to D2. The aggt·egates formed were transferred into 

bacteriological gt·ade-plates where they were cultured in suspension for three days, in 

propagation medium supplemented with 10·6 M aU-trans retinoic acid (RA; Sigma-Aldrich, 

Oakville, ON, Canada) and renewed every day. Aggt·egates were maintained in suspension 

for another two da ys in absence of RA (D5 to D7), and then as adherent cultures for 20 da ys 

(D7+20) following transfer to tissue culture gt·ade-plates . During this post-aggregation 

period, cells .were incubated in adipogenic medium consisting of propagation medium 

supplemented with 85 nM insulin and 2 nM triiodothyronine (T3) (Sigma-Aldrich). 
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Adipogenic medium was renewed every second day. The OT -based cardiomyogenic protocol 

(Cardio) was done according to the procedure ofPaquin et al. (Paquin et al., 2002). Briefly, 

cells were cultured as suspended aggregates for 4 days (DO to D4) in propagation medium 

containing 10-7 MOT, and as adherent cultures for the next 20 days (D4+20) in absence of 

OT. In sorne studies, OT (10-7 M) was added to the culture medium during the 20 days post

aggregation. Non-induced (NI) cultures were subjected to aggregation and post-aggregation 

procedures but in absence of inducing agents. 

7.4.2 Polymerase chain reaction (PCR) 

Total RNA was extracted with Trizol Reagent (Invitrogen Life Technologies), UV

quantified and diluted in diethylpyrocarbonate treated-water to a concentration of 0.1 jlg/jlL. 

Integrity of total RNA and absence of DNA contamination in extracts were verified by 

electrophoresis in 1% agarose gels. Reverse transcription (RT) was done using an Ornniscript 

Reverse Transcriptase kit (Qiagen, Missisauga, ON, Canada) and oligo-dT (Amersham 

Biosciences, Oakville, ON, Canada). Reactions ran 1 h at 37°C followed by 5 min 

inactivation at 95°C. Semi-quantitative PCR amplifications were done on a Mastercycler 

gradient thermocycler (Eppendorf, Missisauga, ON, Canada) using a Taq PCR Core kit 

(Qiagen), the eDNA and 0.5 11M of combined f01·ward and reverse specifie primers 

(Invitrogen). Conditions for RT-PCR analysis of mouse peroxisome proliferator activated 

receptor-y (PP AR y), aP2 (also named fatty acid binding protein-4) and 18S RNA are given in 

Table 7 .1. In all cases, the annealing temperature was 54 oc and the number of cycles used 

was within the linear range of amplification. PCR products were quantified by densitometry 

with the Chemilmager 5500™ (Alpha Innotech, Californie, USA) following electrophoresis 

in 1.5% agarose gels containing 0.1 )lg/mL ethidium brornide. Quantitative, real-time PCR 

(qPCR) amplifications were done on a LightCycler instrument (Roche Diagnostics, Laval, 

QC, Canada) using a QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen), the eDNA and 0.5 11M of 

combined f01ward and reverse specifie primers (Invitrogen). Primer sequences and qPCR 

conditions are detailed in Table 7.2. Fifty cycles enabled development of the exponential 

amplification phase and quantification was then performed using the RelQuant software 

(Roche Diagnostics). Size and purity of the qPCR products were verified on agarose gels. 
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Absence ofDNA contamination was verified by amplifying total RNA samples not subjected 

to reverse transcription. 

7.4.3 lmmunocytochemistry 

Cells grown onto gelatin coated-coverslips were fixed for 20 min in phosphate buffer 

saline (PBS) containing 4% paraformaldehyde, rinsed in PBS and stored at 4 oc in this buffer 

un til analysis. Ce lis were permeabilized for 10 min in PBS containing 1% Triton X -100, 

blocked for 60 min in PBS containing 1.5% horse serum, successively incubated with the 

primary and secondary antibodies (60 min each), and mounted for microscopy. Cell washes 

and antibody dilutions (1 /50) were done with PBS containing 1.5% horse serum. In sorne 

cases, cells were counterstained during 15 min with 6.25 )..tg/mL 4,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) diluted in water before mountage. The primary antibodies rabbit anti

PPARy (H-100) and goat anti-cTpnl (D-12) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA) while mouse anti-sarcomeric (skeletal and cardiac) u-actinin (clone EA-53) 

was from Sigma-Aldrich. Each of these antibodies gave a unique ürununoreactive band by 

Western blotting. Appropriate fluorescein-conjugated secondary antibodies were purchased 

from Jackson ImmunoResearch Laboratories (Mississauga, ON, Canada). Phase contrast and 

corresponding fluorescent micrographs were taken with a Retiga 1300 camera (Qlmaging) 

using a Nikon Eclipse TE2000-U microscope equipped for epifluorescence. High 

magnification (630X) DIC (differentiai interference contrast) and fluorescent micrographs 

were taken with a Leica DFC350FX camera, using an upright Leica DM5500B rnicroscope. 

7.4.4 Oil-Red-0 staining 

Cell cultures were frxed for 30 min in PBS containing 4% paraformaldehyde, rinsed in 

PBS, covered for 3 min with 100% propylene glycol and then for 60 min with Oil-Red-0 

(Sigma-Aldrich) diluted to 0.5% w/v in 60% isopropanol, rinsed for 1 min with 60% 

propylene glycol and dried at 37°C for 60 min. Dye retained by cells was extracted with 

isopropanol and measured by absorbance at 510 nm. Cultures were th en counterstained with 

Crystal violet (absorbance at 595 mn (Laplante, Beliveau et Paquin, 2004)) to correct Oil

Red-0 values for variations in cell culture densities. 
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7.4.5 SDS-PAGE and immunoblotting 

Cells were washed with PBS, lysed in RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.6, 

1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% sodium dodecylsulfate (SDS)) containing 

protease inhibitor cocktail I (Sigma-Aldrich), and stored at -20°C until analysis. Protein 

concentration was estimated with a Micro BCA Protein Assay kit (Pierce, Rockford, IL, 

USA). Protein aliquots (25 11g, except 60 11g for cTpni) were loaded onto 10% (12% for 

cTpni) SDS-polyacrylamide gels, electrophoresed for 90 min at 150 V using a MiniProtean 

TetraCell system (BioRad, Hercules, CA, USA), and electrotransferred onto polyvinylidene 

difluoride membranes for 30 min, at 15 V, using a Trans-Blot SD apparatus (Biorad). 

Membranes were blocked ( overnight at 4 °C) in Tris buffer saline (TBS) containing 0.1% 

Tween-20 and 3% non-fat dry milk, and successively probed (60 min each time) with 

primary antibody (dilution 111000) and secondary antibody (dilution 1110000). Antibody 

incubations and membrane washes were done in TBS containing 0.1% Tween-20. Immune 

complexes were revealed by incubation of membranes with Immobilon ™ Western 

Chemiluminescent HRP substrate (Millipore, ON, Canada) and exposition to HyBlot CL TM 

films (Denville Scientific, Toronto, ON, Canada). Films were analysed by densitometry using 

a Chemilmager 5500™ scanner (Alpha Innotech). Rabbit anti-MyoD (M-318) and anti

Oct3/4 (H-134) antibodies were from Santa Cruz. Membranes were reprobed with mouse 

monoclonal anti-P-actin antibody (Sigma-Aldrich) or rabbit anti-a/P-tubulin antibody 

(Cedarlane Laboratories, Hornby, ON, Canada) for standardization. The source of the other 

primary antibodies was as indicated in the Immunocytochemistry section. Secondary 

antibodies, conjugated to horseradish peroxydase, were from Jackson ImmunoResearch 

Laboratories or Biosource International (Camarilla, CA, USA). 

7.4.6 Statistics 

The JMP IN 4.0.4 software (SAS Institute Inc. , Cary, NC, USA) was used for statistical 

analysis. Means between cel! populations were compared using Student's t-test (significance 

level p <0.05). Results were obtained from three independent cel! series. 
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7.5 Results 

7.5.1 RA, insulin and T3 induce adipogenesis in P19 cells 

Similar to mousc ES cells (Da ni et al., 1997), P 19 cells can differentia te into adipocytes 

when treated with RA, insulin and T3. Indeed, photomicrograpbs of differentiated P 19 

cultures show the presence of cells filled with lipid droplets that can be stained witb the 

triglyceride dye Oil-Red-0 (Figs 7.1B and D). Such droplets were absent in undifferentiated 

cultures (Figs 7.1A and C) as well as in NI cultures (not shown). Gene expression ofPPARy 

transcription factor and of aP2, two established adipocyte markers, were higher in 

differentiated (D7+20) than in undifferentiated cultures (Fig. 7.1F). Adipocytes developed 

until D20 post-aggregation (D7+20) as indicated by kinetic analysis of Oil-Red-0 staining 

(Fig. 7.1E) and marker gene expression (Fig. 7.1F). The kinetic protein profile of PPARy 

from D7+5 to D7+20 resembled its gene profile (Fig. 7.1G). Surprisingly however PPARy 

immunoblots showed higher signais in undifferentiated than differentiated cultures. We 

suspected that difference in subcellular localization of PP AR y rather than mere expression of 

this factor could better match gene expression and staining data. This was found to be the 

case by inununocytofluorescence. White the imrnunoreactive signal was faint and 

extranuclear in undifferentiated cells (Figs 7.1H'-H'"), there was strong nuclear expression of 

PPARy in Adipo cultures (Figs 7.11'-11"') in line with genomic activity associated witb cell 

differentiation. The reas on for better detection of PP AR y before than during adipogenesis by 

Western blotting is not clear for the moment. One explanation could be that affinity of the 

antibody is affected by the phosphorylation status of the transcription factor. This reason 

would be well adjusted with the fact that phosphorylation regula tes PP AR y translocation 

between the nuclear and cytoplasrnic compartments (Burgermeister et al., 2007 ; 

Burgermeister et Seger, 2007). 

7.5.2 Skeletal and cardiac myogenesis accompany adipogenesis 

In P 19 cultures subjected to the Adipo protocol, cellular fi bers a iso appeared, most often 

localized beside or underneath adipocytes (Fig. 7.2A). These fibers were contracting as 

shown on a video (supplemental Fig. 7.1 S), suggesting contractile muscle cells of the skeletal 

type. In line with this, differentiated cultures expressed sarcomeric a-actinin by 
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irnmunoblotting (Fig. 7.2B). Level of this marker had increased 6-fold at D7+5 in 

comparison with undifferentiated cultures, and increased until D20 post-aggregation 

(D7+20). In addition to fibers, there was another subpopulation of beating cells in the ~dipo 

cultures. These later cells displayed a rounded morphology as shown on a supplemental video 

(Fig. 7.2S), raising the possible generation of cardiomyocytes. This was further investigated 

by immunocytofluorescence. Figs 3E and F-F" show phase contrast and fluorescence fields 

containing fibers and rounded cells positive for sarcomeric a-actinin. Multinucleation (Figs 

7.3F' and F") and absence of staining for the cardiac marker cTpnl (Figs 7.3G and H) support 

the skeletal muscle nature of fibers. On the other hand cTpnl antibody stained rounded cells, 

indicating the generation of myocytes of the cardiac type in Adipo cultures (Figs 7.3I,J,J') . 

The cardiac specificity of the cTpnl antibody was verified by ümnunoblotting. Heart ex tracts 

but not skeletal muscle extracts displayed an irnmunoreactive signal (not shown). Notably, 

undifferentiated cultures were negative for both sarcomeric a -actinin and cTpni markers 

(Figs 7.3A-D). 

7.5.3 Comparison of cardiomyogenesis in adipogenic and OT -based protocols 

OT added at 10-7 M concentration in the culture medium of P 19 ce Ils during aggregation 

(a treatment refererrcd to as Cardio protocol here) was shown to act as a cardiomyogenic 

agent, more potent than 0.5% dimethylsulfoxide or 10-8-10-7 M RA (Jankowski et al., 2004; 

Paquin et al., 2002). Considering that the Adipo protocol can generate cardiomyocytes, we 

compared its cardiomyogcnic yield with that of the Cardio protocol by measuring expression 

of cTpnl marker. Data from qPCR (Fig. 7.4A) and Western blotting (Fig. 7.4B) analysis 

showed similar levels of cTpnl expression in both differentiation protocols. Addition of OT 

post-aggregation did not upregulate cTpni expression. 

7.5.4 Comparison of skeletomyogenesis in adipogenic and OT -based protocols 

In addition to cardiomyocytes, the OT -based Cardio protocol also generates some 

skeletomyocytes (Danalache et al., 2007). We therefore compared the skeletomyogenic yield 

of the Adipo and Cardio protocols using the transcription factor MyoD as a marker. MyoD 

gene expression was about 1.5 fold higher in the Cardio than in the Adipo protocol by qPCR 
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analysis (Fig. 7.4C). A similar result was obtained when MyoD expression was analyzed by 

Western blotting (Fig. 7.4D). Post-aggregation OT had no significant influence on MyoD 

expression in both Adipo and Cardia protocols. 

7.5.5 Comparison of adipogenesis in adipogenic and OT -based protocols 

The Adipo and Cardia protocols were also compared for adipogenesis efficiency. In 

contrast to Adipo cultures, cells containing lipid droplets and specifie Oil-Red-0 staining 

were not detected in Cardia cultures (Fig. 7.5A-C). While both protocols bad sirnilar PPARy 

mRNA levels (Fig. 7.5D), they differed in the subcellular localization of PPARy by 

immunocytofluorescence. PPARy signal was strong and nuclear in Adipo cultures (Figs 7.11-

1'") but faint and extranuclear in Cardia cultures (Figs 7.5E'-E"'). The Cardia cultures thus 

resembled undifferentiated P19 cells (Figs 7.1H-H"') with respect to PPARy distribution. 

Altogether the data indicated that the Cardia protocol did not provide adipogenic conditions. 

Addition of OT post-aggregation changed neither Oil-Red-0 staining intensity nor PPARy 

gene expression (Figs 7.5A and D). 

7.5.6 Expression of Oct3/4 pluripotency marker in adipogenic and OT -based protocols 

Finally, we compared the general efficiency of Adipo and Cardia protocols to induce loss 

of pluripotency in P19 cells. Oct3/4 was chosen as the stemness marker because this 

transcription factor, expressed in P 19 cells and a variety of stem cells (Oka moto et al. , 1990 ; 

Palmieri et al. , 1994 ; Scholer et al., 1989), belongs to the group offew transcription factors 

which, upon introduction into somatic cells, can induce their reprogramming to an 

cmbryonic-like state (Takahashi et al. , 2007). Oct3/4 protein, highly expressed m 

undifferentiated P19 cells, was dowmegulated to undetectable levels in Adipo cultures (Fig. 

7.6). In contrast, although Oct3/4 leve! decreased in Cardia cultures compared to 

undifferentiated cultures, it was still present in sizeable quantities. The Adipo protocol thus 

appears as providing more efficient morphogenie conditions than the Cardia protocol. 
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7.6 Discussion 

This is the frrst study showing that P19 cells can differentiate into adipocytes when 

triggered with RA and further exposed to insulin and T3. Adipogenesis was also 

accompanied by the generation of skeletomyocytes. This is interesting since muscle and 

adipose tissues develop from the same mesodermal precursor cell. Such intimate relationship 

continues beyond embryonic development. For example, adipogenic potential can be 

transiently activated in skeletal muscle stem cells during muscle regeneration (Wagatsuma, 

2007). Another muscle type, the cardiac type, was also generated by the Adipo protocol 

based on the expression of cTpnl (Figs 7.3 and 7.4) and GATA4 (not shown). Both 

sm·comeric muscle cell types were found together following stem cell treatment with various 

differentiation inducers, including RA, dimethylsulfoxide or OT (Paquin et al., 2002 ; 

Rudnicki et McBurney, 1987). RA and T3 were already known as cardiomyogenic factors. 

The present results point to the differentia! effects a morphogen could exert on cell 

phenotypal fates upon changing its concentration or application time. For instance, RA 

applied at 1 o-6 M throughout aggregation in duces neuroectodermal differentia ti on whereas at 

lower concentration (10-7-10-8 M) or at the same high concentration but with application at 

midterm of aggregation, it indu ces mesodermal differentiation. The latter strategy was more 

efficient with respect to the myogenic yield. T3 a pp lied alone dming P 19 cell aggregation 

was reported to be cardiomyogenic but no indication was provided on its skeletomyogenic 

potential in this cell madel (Roch·iguez et al., 1994). Under conditions of the Adipo protocol, 

the presence of T3 in the culture medium of ES cells following RA treatment was found 

necessary to sustain adipogenesis but the extent to which this hormone was required for 

myocyte generation has not been deterrnined (Dani, 1999 ; Dani et al., 1997). Interestingly, 

although skeletomyocytes were identified in both the Cardia and Adipo protocols, we 

observed that the latter was more patent in stimulating organization of these cells into fi bers. 

This is in accordance with T3 controlling myoblast division, di fferentiation and fusion into 

myotubes in various animal species (Anderson et al., 1998 ; Marchal et al. , 1995 ; Shibota et 

al., 2000). 

lnsu1in has been shown to sustain adipogenesis. When used at 10-7 M it increased the 

conversion of 3T3 pre-adipocytes into adipocytes as evidenced by increased rate of glucose 
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uptake and triglyceride synthesis (Wilson et Hollenberg, 1987). Combined to other agents 

(e.g. dexamethasone), this hormone, at 10-7 M concentration, induces differentia ti on of borre 

marrow mesenchymal stem cells (MSC) into fat cells (Miki et al., 2001 ; Trope! et al., 2004) 

whereas at much higher concentration (10-4 M), it can stimulate apparition of cardiomyocyte 

markers (Shim et al., 2004). Contrasting results were however reported with respect to a 

potential myogenic action of insulin. Neural stem cells cultivated in the presence of 10-7 M 

insulin generated cardio- and skeletomyocytes in addition to neuroectodermal derivatives 

(Bani-Yaghoub et al., 2004). Oppositely, the same concentration of insulin on human ES 

cells cocultured with endodermal-like cells diminished cardiomyogenesis while stimulating 

neurogenesis (Freund et al., 2008). Action of insulin on cell differentiation thus appears to be 

influenced by the hormone concentration and the cell background ( e.g. the extent of a cell 

predetermination towards a specifie lineage, the presence of other cell types in cultures). 

OT was shown to interfere with maturation of mouse 3T3 preadipocytes into fully 

differentiated adipocytes. This effect was however observed with maturation stimulated by 

10-7 M insulin and little with spontaneous maturation (Wilson et Hollenberg, 1987). Recently, 

OT, at 10-8 M, was shown to reduce the ability of MSC to differentiate into adipocytes, 

increasing the yield of osteocytes (Elabd et al., 2008). With a similar insulin background (10-7 

M) in our Adipo protocol, OT added at 10-7 M did not inhibit adipogenesis. Besides the 

different cell models, it is possible that RA and T3 could have overcome OT influence in the 

P 19 model. The fact that the OT -based Car dio protocol did not genera te adipocytes agrees 

with the neutra! or inhibitory effect of OT on adipogenesis. OT can be considered as an 

established myogenic morphogen. It induces differentiation of myoepithelial cells in the 

mammary gland (Sapino et al., 1993), and cardiomyogenesis in P19 cells (Paquin et al., 

2002) and cardiac stem cells (Matsuura et al., 2004). In the P 19 model, skeletomyocytes were 

also observed in OT -differentiated cultures (Danalache et al., 2007). In the present study, 

prolongation of OT treatment in the Cardio protocol or addition of OT in the Adipo protocol 

did not increase the yield of cardiomyocytes based on the expression of cardiac markers. This 

would be in line with the fmdings of Hatami et al whereby, in mouse ES cells, OT acts 

mainly, if not only, during early steps of cardiomyogenesis (Hatami, Valojerdi et Mowla, 

2007). 
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It is worth noting that the Adipo but not the OT -based Cardia protocol extinguished 

expression of the sternness marker Oct3/4. Expression of SSEA-1, another embryonic 

marker, was also reported to be expressed in the Cardia cultures (Danalache et al., 2007). 

This observation may be of practical interest in cel! implantation. Indeed, absence of 

undifferentiated cells would decrease the risk of ter a toma development. 

In conclusion, P 19 cells can differentiate into adipocytes, ske1etomyocytes and 

cardiomyocytes upon combination of RA, insulin and T3. Varying the concentration and the 

application time of these agents may help to delineate conditions and mechanisms of cell fate 

decisions during development. It can also help in establishing conditions to upscale 

cardiomyocyte formation from ES cells for cell replacement therapy. 
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7.8 Tables and Figures 

Table 7.1 Semi-quantitative PCR conditions 

Primer Sequence Nb cycles Product Reference 
na me size (bp) 

18S Sense: cggctaccacatccaaggaa 25 187 (Fuji ta et al. , 
Antisense: gctggaattaccgcggct 2005) 

aP2 Sense: ccgcagacgacagga 30 177 (Fuji ta et al. , 
Antisense: ctcatgccctttcataaact 2005) 

PPARy Sense: ccagagtctgctgatctgcg 27 21 7 (Fuji ta et al. , 
Antisense: gccacctctttgctctgctc 2005) 



Table 7.2 

Primer 
name 

0-Actin 

GAPDH 

cTpni 

MyoD 

qPCR conditions 

Sequence 

Sense: gccctggctcctagcacc 
Antisense:ccaccaatccacacagagtactgg 

Sense: cgaccccttcattgacctcaac 
Antisense: ctccacgacatactcagcacc 

Sense: tgcagattgcgaagcaggagat 
Antisense: tcctgaagctcttcaaagccca 

Sense: aactgtcctttcgaagccgt 
Antisense: ttcgctgtgagccgcatgaaa 

PP AR y Sense: ccagagtctgctgatctgcg 
Antisense: gccacctctttgctctgctc 

Temperature Product 
of annealing size (bp) 
(OC) 

60 74 

55 190 

60 124 

60 150 

55 217 
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Reference or 
accessiOn 
number 

(Krook et al. , 
2002) 

(Liu et al. , 
2005) 

NM 009406 

NM 010866 

(Fujita et al. , 
2005) 
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Figure 7.1 P19 cells can differentiate into adipocytes. Undifferentiated (Undiff) cells and 
cells subjected to the Adipo protocol were analysed for morphology and marker expression. 
Phase contrast micrographs (lOOX) of undifferentiated cells (A) and D7+20 differentiated 
cultures (B). Oil-Red-0 stained counterparts are shown on the right (C,D). Histograms 
(means ± SEM) of Oil-Red-0 signal standardized by Crystal violet staining at different times 
of the differentiation protocol for three independent cell series (E). (F) Senti-quantitative RT
PCR analysis of PP AR y and aP2 markers: gel specimens, and densitograms (means ± SEM) 
obtained from tlu·ee independent cell series. Markers were standardized to 18S RNA signal. 
(G) PPARy Îlmnunoblotting: blot specimen, and densitograms (means ± SEM) obtained from 
three independent cell series. PP AR y was standardized to actin signal. Photonic (DIC optics) 
and fluorescent micrographs (630X) of undifferentiated cells (H-H'") and D7+20 
differentiated cells (1-1"') stained for DAPI and PPARy. The symbols # indicate significant 
differences with Undiff(p<0.05), while *and**, indicates signifiant diffrrence (p<0.05) and 
highly significant differences (p<O.O 1) between differentiation da ys. Une version 
électronique est fournie (CD). 
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Figure 7.2 Contractile cells are found beside adipocytes. (A) Phase contrast micrograph 
(l OOX) focusing on fi ber cells (aJTows); the field also contains adipocytes (asterisks, out of 
focus) . Active! y contracting fi bers are shown on a video (Fig. 1 S, supplementary materia l). 
(B) Sarcomeric actinin immunoblotting at different times of the Adipo protocol: blot 
specimen, and densitograms (means ± SEM) obtained from three independent cel! series. 
Sarcomeric actinin was standardized to tubulin signal. The symbols # indicate significant 
differences with Undiff (p<0.05). Une version électronique est fournie (CD). 
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Sarco meric ac tinin cTp nl 

Figure 7.3 Adipogenic conditions generate skeletal and cardiac myocytes. 
Immunocytofluorescence (green) of sarcomeric actinin (B,F,F' ,F") and cTpni (D,H,J,J' ) in 
undifferentiated Pl 9 cells and in D7+20 Adi po cultmes. Corresponding phase contrast 
micrographs are shown on the left side (A,E,C,G,I). Magnification was l OOX, except 630X 
for F', F" and J' (where DAPI counterstaining is shown in blue). An ows point to fi bers, and 
anowheads to fluorescent rounded cells. The (G,H) pair shows a fie ld enriched with fi bers, 
(I,J) a fie ld containing rounded ce ll s but not fibers , and (E,F) a fie ld containing both 
structures. Notice the absence of cTpni fl uorescence in H, the multinucleated fi bers in F' and 
F", and the cytoplasmic localizati on of cTpni in J'. Une version électronique est foumie (CD). 
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Figure 7.4 Myogenesis in adipogenic and OT-based cardiomyogenic protocols. Ce ll s 
subj ected to the Adipo or Cardio protocols were analysed for cTpnl (A,B) and MyoD (C,D) 
expression. ln some studies, OT was provided during the entire (20 days) post-aggregation 
period (Adipo+OT and Cardi o+OT). (A,C) qPCR results expressed as means ± SEM for 
three independent studies. cTpnl and MyoD were standardized to actin mRNA. (B,D) 
lmmunoblot specimens, and densitograms (means ± SEM) obtained from three independent 
cel! series. cTpnl and MyoD immunosignals are expressed relatively to actin. The symbo l * 
indicates significant difference (p<0.05) . Une version électronique est fournie (CD). 
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Figure 7.5 Adipogenesis in adipogenic and OT-based cardiomyogenic protocols. Cells 
subj ected to the Adipo or Cardio protocols were analysed for Oii-Red-0 staining and PPARy 
expression. Adipo+OT and Cardio+OT indi cate that OT was provided over the post
aggregation period. (A) Oil -Red-0 signal standardized by Crysta l vio let staining. Results 
(means ± SEM) are from three independent ce ll seri es. The symbol s ** indicate highly 
significant differences (p<O.O 1) with corresponding Nl cultures . The dashed li ne separa tes 
unspecific and triglyceride specifie Oii-Red-0 staining. Phase contrast micrographs of Oi i
Red-0 stained Cardio cultmes (B) and Adipo cultures (C) respectively illustrating unspecific 
(between cells) and triglyceride specifie (inside ce ll s) retention of the dye. (D) PPARy qPCR 
results expressed as means ± SEM for three independent studies . GAPDH was used for 
standardization. (E-E'") Photonic (DJC optics) and fluorescent micrographs (630X) of 
Cardio cultures immunoprobed for PPARy and counterstained with DAPI. Une version 
électronique est fournie (CD). 
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Figure 7.6 Downregulation of Oct3/4 pluripotency marker in adipogcnic and OT -based 
cardiomyogenic protocols. Undifferentiated (U ndift) ce lls and ce ll s subj ected to the Adipo 
or Cardio protocols were analysed for Oct3/4 express ion. Cardio+OT and Adipo+OT indicate 
that OT was provided over the post-aggregation period. An immunoblot specimen, and 
densitograms (means ± SEM) obtained from three independ ent cel! series . Oct3/4 
immunosignal is expressed relative ly to actin. The symbols # and * respectively indicate 
significant di fferences with Undiff, and between Cardi o and Adipo protocols (p<0.05). Une 
version électronique est fow-ni e (CD). 
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7.9 Supplemental materials 

Figure 7.1S Video of contracting fibers. A field (200X) containing contracting fibers in a 

D7+20 Adipo culture. Une version électronique est fournie (CD). 

Figure 7 .2S Video of bea ting rounded ce Ils. A field (200X) containing beating rounded 

cells in a D7+20 Adipo culture. Une version électronique est fournie (CD). 



CHAPITRE VIII : THE RETINOID AGONISTS TTNPB AND LG100268 

DIFFERENTLY MODULATE ADIPOGENESIS, MYOGENESIS AND THE 

PHOSPHORYLATION OF ERK AND P38 MAPK IN P19 STEM CELLS 

Le travail de ce chapitre fut soumis dans Stem Cells and Development, par Frédéric Bouchard 

et Joanne Paquin. Certaines parties des résultats ont été présentées sous forme de 

communications dans des congrès: 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, Le TTNPB, un agoniste des réceptems de 

l'acide rétinoïque, est pro-adipogénique et anti-myogénique dans les cellules souches 

P 19. 2e Colloque annuel du Centre Pharmaquam de l'UQAM. Montréal. 11 juin 

2010. 

Frédéric Bouchard et Joanne Paquin, Le TTNPB, w1 agoniste des récepteurs de 

l'acide rétinoïque, est pro-adipogénique et anti-myogénique dans les cellules souches 

P19. 6e Colloque annuel du Centre de recherches biomédicales de l'UQAM 

(BioMed). Montréal28-29 avril2010. 
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8.1 Résumé 

L'acide tout-trans rétinoique (atRA), un régulateur essentiel de la prolifération et de la 

différenciation cellulaires, agit principalement en se liant aux récepteurs de l'acide rétinoique 

(RAR) et aux récepteurs de rétinoides-X (RXR) dans le noyau . Les cellules de carcinome 

embryonnaire Pl9 se différencient lorsqu ' exposées à l'atRA. Une exposition précoce génère 

des neurones alors qu'une exposition tardive produit des dérivés mésodermiques (adipocytes, 

cardiomyocytes et cellules de muscle squelettique). En considérant les études qui rapportent 

une implication des MAPK ERK et P38 dans la différenciation cellulaire, nous avons postulé 

que des ligands sélectifs des RAR ou des RXR peuvent différemment influencer le devenir 

mésodermal des cellules Pl9 de même que la phosphorylation d'ERK et de P38. La présente 

étude compare la réponse cellulaire à l'atRA, au TTNPB, un pan-agoniste des RAR, et au 

LG100268, un pan-agoniste des RXR, tous utilisés à 10-6 M. Les trois rétinoïdes diminuent la 

prolifération cellulaire et 1' expression du marqueur de plmipotence Oct3/4. Le LG 100268 a 

une efficacité adipogénique et myogénique similaire à celle de l'atRA. Par contre, le TTNPB 

change complètement la balance en favem de l'adipogenèse. L 'atRA et le LG100268 

diminuent la phosphorylation d'ERK et augmentent celle de P38 de façon semblable. Le 

TTNPB est plus efficace à inactiver ERK mais moins efficace à activer P38. Un inhibiteur de 

ERK ou de P38 a été ajouté en même temps que l'atRA pour tenter de reproduire l'action du 

TTNPB. Les deux associations se sont révélées adipogéniques et l'inhibiteur de P38 a même 

stimulé l'adipogénèse induite par l'atRA. L'un comme l'autre inhibiteur de ERK ou de P38 a 

stimulé la myogenèse induite par l'atRA. L'activation de la voie des RXR est permissive à 

l'adipogenèse et requise pour la myogenèse alors que la voie des RAR est pro-adipogénique 

et anti-myogénique. L'action des rétinoïdes est accompagnée par des effets distincts sur ERK 

et P38. Les effets sur la dynamique de phosphorylation pourraient guider la sélection de 

morphogènes rétinoïdes. 
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adipogenesis, myogenesis and the phosphorylation of Erk and P38 

MAPK in P19 stem cells 

Frédéric Bouchard, Jomme Paquin* 

Département de chimie-biochimie and Centre BioMed, Université du Québec à Montréal, 

C.P. 8888, Suce. Centre-ville, Montreal, Quebec, Canada H3C 3P8 

Running title: Retinoids, MAPK and mesodermal differentiation 

*Corresponding author: J . Paquin (paguin.joanne(a),ugam.ca), Département de chimie

biochimie, Université du Québec à Montréal, C.P. 8888, Suce. Centre-ville, Montreal, 

Quebec, Canada H3C 3P8. Phone: (1) 514-987-3000 (ext. 4990). Fax: (1) 514-987-4054. 

Abbreviations: atRA, a ll-trans-retinoic acid; CM, cardiomyocytes; cTpnl, cardiac troponin 

inhibitor; DMSO, dimethylsulfoxide; EC (cells), embryonic carcinoma (cells); ES (cells), 

embryonic stem (cells); GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GFP, green 

fluorescent protein; HRP, horseradish peroxidase; LPL, lipoprotein lipase; MAPK, mitogen

activated protein kinases; aMEM, alpha-modified Eagle' s minimal essential medium; 

MLC2v, myosin light chain-2v; NI, non-induced; PBS, phosphate buffer saline; Oct3/4, 

octamer-binding transcription factor 4; PP AR y, peroxisome proliferator-activated receptor-y; 

qPCR, quantitative polymerase chain reaction; RAR, retinoid acid receptor; RT, reverse 

transcription; RXR, retinoid-X receptor; SDS, sodium dodecylsulfate; SKM, skeletal muscle 

cells; TBS, tr is buffer saline; TTNPB, (E)-4-[2-(5,6,7,8-tetrahydro-5 ,5,8,8-tetramethyl-2-

naphthyleny1)-1-propenyl] benzoic acid; T3, triiodothyronine. 



75 

8.2 Abstract 

All-trans-retinoic acid (atRA), an essential regulator of cell proliferation and 

differentiation, acts mainly tlu·ough binding to the nuclear retinoic acid receptors (RAR) and 

retinoid-X receptors (RXR). The P 19 embryonic- like stem cells undergo differentiation wh en 

exposed to atRA. Early exposure generates neurons whereas late exposure produces 

mesodermal derivatives (adipocytes, cardiomyocytes, skeletal muscle cells). Considering the 

reported implication of ERK and P38 mitogen-activated protein kinases in cel! differentation, 

we postulated that RAR- and RXR-selective ligands can differently influence the mesodermal 

fate of Pl9 cells as well as ERK and P38 phosphorylation. This study compared the cell 

response to atRA, the pan-RAR agonist TTNPB and the pan-RXR agonist LG 100268, all 

used at 10·6 M. Expression of markers distinguished cell types. The tlu·ee retinoids 

diminished cell proliferation and expression of Oct3/4 stenmess marker. LG 100268 had 

similar adipogenic and myogenic efficiency as atRA but TTNBP completely switched the 

b~lance towards adipogenesis. AtRA and LG268 similarly decreased ERK phosphorylation 

and increased P38 phosphorylation. TTNPB was· more efficient in ERK dephosphorylation 

and less efficient in P38 phosphorylation. AtRA was associated with either ERK or P38 

inhibitor to try reproduce the TTNPB action. Both associations were adipogenic and P38 

inhibitor even stimulated the atRA adipogenic action. Either ERK or P38 inhibitor increased 

the atRA-induced myogenesis. Activation of RXR pathways is thus permissive to 

adipogenesis and required for myogenesis while activation of RAR pathways is pro

adipogenic and anti-myogenic. These retinoid actions are accompanied by distinct effects on 

ERK and P38. Effects on phosphorylation dynamics could guide the selection of retinoid 

morphogens. 

Keywords: Retinoic acid, Retinoids, Myogenesis, Adipogenesis, MAPK 

8.3 Introduction 

All-trans-retinoic acid (atRA), a critical regulator of cell proli feration, apoptosis and 

differentiation, is required for the appropriate development of the vertebrate organism (Ross 

et al., 2000 ; Zile et al. , 2004 ). It binds to the nuclear retinoic ac id receptors (RAR) and 
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retinoid-X receptors (RXR), each receptor group comprising a., ~'and y isoforms (Ross et al., 

2000). Dimers such as RXRJRXR and RXRJRAR are the functional DNA binding units that 

control gene expression (Kastner et al., 1997a). The 9-cis-RA has served as a reference 

retinoid to compare RAR and RXR binding properties. In vitro, RAR can bind both atRA and 

9-cis-RA whereas RXR bind only 9-cis-RA (Chambon, 1996). In vivo, isomerisations can 

occur (Sucov et Evans, 1995), contributing to the physiological complexity of the retinoid 

actions. AtRA influences, in concentration- and time-dependent manners, the differentiation 

of embryonic stem (ES) cells and embryonic carcinoma (EC) cells (Wobus, 2001). For 

example, in mouse Pl9 EC cells, a model of ES cells, high atRA concentrations (10-6 M) 

stimulate neurogenesis when provided at time zero of the formation of embryoid bodies 

(Rudnicki et McBurney, 1987) but induce mesodermal differentiation when added two days 

later (Bouchard et Paquin, 2009). In fact, adipocytes as well as cardiomyocytes (CM) and 

skeletal muscle cells (SKM) are generated altogether in this case. 

Synthetic RAR and RXR ligands are largely evaluated as possible therapeutic anticancer 

drugs capable of controlling cell proliferation (Altucci et al., 2007 ; Brtko, 2007). In 

comparison, the use of such ligands to direct stem cell differentiation bas been much less 

exploited. One study reported enhanced cardiomyogenesis in ES cell cultures treated with a 

RXR agonist (Honda et al., 2005). Another study phannacologically showed the involvement 

ofRAR~ in adipogenesis (Monteiro et al., 2009). 

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) have a role in stem cell differentiation. A 

small number of studies have investigated the implication of ERK and P38 MAPK in 

mesodermal differentiation. P38 activity is involved in the spontaneous differentiation of 

mou se ES cells into CM or SKM (A ouadi et al. , 2006b ; Barruet et al., 2011 ; Wu et al., 

2010) or the dimethylsulfoxide (DMSO)-induced cardiomyogenic differentiation ofP19 cells 

(Davidson et Morange, 2000 ; Enarsson et al., 2002). A possible implication of P38 in the 

maturation ofpre-adipocytes to adipocytes has been reported (Aouadi et al., 2007; Aouadi et 

al., 2006c ), but a role in adipogenic commitment is not clear. On the other hand, whereas 

ERK activity is necessary for adipogenic determination (Binetruy et al., 2007 ; Bost et al., 
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2005a ; Bost et al., 2005b ; Bost et al., 2002), its role in sarcomeric myogenesis is not 

completely clear. ERK was either found unnecessary (Bost et al., 2002) or necessary in the 

determination towards the CM lineage (Eriksson et Lep pa, 2002 ; Graichen et al., 2008 ; 

Molina et al. , 2009). AtRA bas been shown to influence MAPK activity in diverse 

circumstances but the impact of other retinoids on these kinases bas rarely been evaluated. 

We postulated that the modulation of RAR and RXR signalings can help to direct 

mesodermal cell differentiation to either an adipogenic or a myogenic pathway with possibly 

a differentia! action on ERK and P38. We thus compared the action of RAR-specific and 

RXR-specific retinoid ligands (Fig. 8.1). TTNPB (that is E-4-[2-(5,6,7,8-tetrahydro-5 ,5,8,8-

tetramethyl-2-naphthylenyl)-1 -propenyl] benzoic acid) and LG100815 (LG815) are 

respectively agonist and antagonist of all RAR isoforms (Mou et al., 2004 ; Pignatello, 

Kauffman et Levin, 1997). LG100268 (LG268) and LG101208 (LG208) are respectively 

RXR-specific pan-agonist and pan-antagonist (Mou et al., 2004). The CL6-MLC2v-GFP 

clone of the mo use P 19 cellline was used in this work. Thjs clone, named P 19-MLC2v-GFP 

throughout, carries the green fluorescent protein (GFP) gene under the transcriptional control 

of the myosin light chain-2v (MLC2v) promoter that is characterized by its cardiac ventricle

specific expression (Moore et al., 2004). Apparition of the GFP fluorescence in the 

differentiating cultures reports the generation of CM. The other cell phenotype markers used 

were: cardiac troponin inhibitor (cTpni) (for CM); sarcomeric a-actinin (for CM and SKM); 

triglyceride drop lets, peroxisome proliferator-activated receptor-y (PP AR y) and lipoprotein 

lipase (LPL) (for adipocytes). 

8.4 Materials and Methods 

8.4.1 Culture and differentiation ofP19-MLC2v-GFP ceJls 

Cells were routinely cultmed at 37°C, in a humidified atmosphere of 5% C02, and in a 

propagation medium consisting of alpha-modified Eagle 's minimum essential medium 

(aMEM; Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% heat-inactivated fetal 

bovine serum (P AA Laboratories, Rexdale, ON, Canada), 50 U/mL penicillin and 50 J..lg/mL 

streptomycin (HyClone Laboratories, South Logan, Utah, USA) (Bouchard et Paquin, 2009 ; 
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Paquin et al., 2002). Passages were done every two days using trypsin and EDTA. The cells 

were kept und er G4 18 selection ( 400 11g/mL; H yClone Laboratories) until application of the 

differentiation protocol. The mesodermal differentiation protocol was as described (Bouchard 

et Paquin, 2009) . Briefly, P19-MLC2v-GFP cells were grown, from day zero (DO) to D2, in 

hanging drops of 1000 cells in 20 f!L of propagation medium to initiate aggregation. The 

aggregates ( embryoid bodies) were transferred into bacteriological grade-plates and cultured 

in suspension for three days, in propagation medium supplemented with 10·6 M atRA (Sigma

Aldrich, Oàkville, ON, Canada) . This medium was renewed every day (from D2 to D5). 

Aggregates were maintained in suspension for another two days in absence of atRA (D5 to 

D7), and then as adherent cultures for up to 20 days following transfer to tissue culture grade

plates (D7+20). The adherent cultures were grown in maturation medium consisting of 

propagation medium supplemented with 85 nM insulin and 2 nM triiodothyronine (T3) 

(Sigma-Aldrich). This medium was renewed every second day. To study retinoid-specific 

effects, TTNPB (10-6 M; Sigma-Aldrich) or LG268 (10-6 M; a generous gift from Ligand 

Pharmaceuticals, San Diego, CA, USA) was used in the place of atRA. In some studies, the 

ERK inhibitor PD98059 (10 f!M) or the P38 inhibitor SB20350 (lü f!M) (Cedarlane Labs, 

Burlington, ON, Canada) was combined with atRA. Non-induced (NI) cultures were 

subj ected to the aggregation and post-aggregation procedures but in absence of inducing 

agents. 

8.4.2 Cell proliferation assay with Crystal violet 

P19-MLC2v-GFP cells were seeded in 96 well-plates and grown, for 48 h, in propagation 

medium supplemented with 1 o-6 M of the agonist or antagonist retinoid. The LG815 and 

LG208 antagonists were a gift from Ligand Pharmaceuticals. Cells were fixed for 20 min in 

phosphate buffer saline (PBS) containing 4% para-formaldehyde, rinsed in PBS and covered 

for 30 min with 0.1 % Crystal Violet (Sigma-Aldrich). Dye retained by cells was extracted 

with 10% acetic acid and measured by absorbance at 595 run (Bouchard et Paquin, 2009 ; 

Laplante, Beliveau et Paquin, 2004). 
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8.4.3 Polymerase chain reaction (PCR) 

Total RNA was extracted with Trizol Reagent (Invitrogen), UV-quantified and diluted in 

diethylpyrocarbonate treated-water to a concentration of 0.1 f.!g/f.!L. Any DN A in the ex tracts 

was digested by incubation with recombinant DNase 1 (Roche Diagnostics, Laval, QC, 

Canada) for 15 min at 37°C. Integrity of total RNA and absence of DNA contamination in 

extracts were verified by electrophoresis in 1% agarose gels. Reverse transcription (RT) was 

done using an Omniscript Reverse Transcriptase kit (Qiagen, Missisauga, ON, Canada) and 

oligo-dT (Amersham Biosciences, Oakville, ON, Canada). Reactions ran 1 h at 3rC 

followed by 5 min inactivation at 95°C. Quantitative real-time PCR (qPCR) amplifications 

were done with a LightCycler instrument (Roche Diagnostics) using a QuantiTect SYBR 

Green PCR Kit (Qiagen), the eDNA and 0.5 f.!M of combined f01·ward and reverse specifie 

primers (Invitrogen). Primer sequences and qPCR conditions are detailed in Table 8.1. Fifty 

cycles enabled development of the exponential amplification phase and quantification was 

th en performed using the Rel Quant software (Roche Diagnostics). Size and pmity of the 

qPCR products were verified on agarose gels. Absence of DNA contamination was verified 

by amplifying total RNA samples not subjected to reverse transcription. 

8.4.4 Cytofluorescence 

Cells grown in wells of 12 well-tissue culture plates were fixed for 20 min in PBS 

containing 4% para-formaldehyde, rinsed in PBS and stored at 4°C in this buffer until 

analysis . Cells were permeabilized for 10 min in PBS containing 1% Triton X -100, blocked 

for 60 min in PBS containing 1.5% horse serum, and successively incubated, for 60 min each 

time, with mouse anti-sarcomeric (skeletal and cardiac) a-actinin antibody (clone EA-53 ; 

Sigma-Aldrich) and rhodamine-conjugated donkey anti-mouse IgG antibody (Jackson 

llmnunoResearch Laboratories, Mississauga, ON, Canada). Cell washes and antibody 

dilutions (1150) were done with PBS containing 1.5% horse serum. Cell micrographs (for the 

analysis of immunofluorescently-marked sarcomeric actinin and of transgenic GFP) were 

taken with a Nikon Digital Sight DS-Qi1Mc camera mounted on a Nikon Eclipse Ti 
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microscope equipped for epifluorescence. The fluorescence signais were analyzed with 

Image J software (National Institutes ofHealth, Bethesda, MD) using the tln·eshold function. 

8.4.5 Oil-Red-0 staining 

Cell cultures were fixed for 20 min in PBS containing 4% para-formaldehyde, rinsed in 

PBS, covered for 3 min with 100% propylene glycol and then for 60 min with Oil-Red-0 

(Sigma-Aldrich) diluted to 0.5% w/v in 60% isopropanol, rinsed for 1 min with 60% 

propylene glycol and dried at 37°C for 60 min. Dye retained by cells was extracted with 

isopropanol and measured by absorbance at 510 nm. Cultures were th en counterstained with 

Crystal Violet (see Cell proliferation assay above) to correct Oil-Red-0 values for variations 

in cell culture densities. Evaluation of Oil-Red-0 staining was also done on micrographs 

(Ducharme et al., 201 0). In this case, after incubation with Oil-Red-0 , the cultures were 

covered with PBS and photographed with a Scion 12-bit Color FireWire 1394 Camera (Scion 

Corporation, Frederick, Maryland, USA) mounted on a Nikon Eclipse Ti microscope. A 

transparent grid comprising 480 squares was placed on the micrographs to count the squares 

containing stained cells. The results are expressed as percentages of the total number of 

squares (% surface occupancy). At least tlu-ee fields were photographed for each dish and 

averaged to represent the dish status. Fields of similar cell densities were chosen for all 

dishes of a cell series. 

8.4.6 Gel electrophoresis and immunoblotting 

Cells were washed with PBS, lysed in RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.6, 

1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% sodium dodecylsulfate (SDS)) containing 

protease inhibitor cocktail I (Sigma-Aldrich) and the phosphatase inhibitors sodium 

orthovanadate (lmM) and sodium fluoride (lmM). Cells were stored at -20°C until analysis. 

Protein concentration was estimated with a Micro BCA Protein Assay kit (Pierce, Rockford, 

IL, USA). Protein aliquots (40 )lg) were loaded onto 10% polyacrylamide-SDS gels, 

electrophoresed for 60 min at 150 V using a MiniProtean TetraCell system (BioRad, 

Hercules, CA, USA), and electrotransferred onto polyvinylidene difluoride membranes for 30 
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min, at 100 V, using a Criterion Blotter apparatus (Biorad). Membranes were blocked 60 min 

in Tris buffer saline (TBS) containing 0.1% Tween-20 and 3% bovine serum albumin, and 

successively probed (60 min each time) with primary antibody (dilution 111000) and 

horseradish (HRP)-conjugated secondary antibody (dilution 111 0000). An ti body incubations 

and membrane washes were done in TBS containing 0.1% Tween-20. Immune complexes 

were revealed by incubation of membranes with Immobilon™ Western Chemiluminescent 

HRP substrate (Millipore, ON, Canada) and exposition to HyBlot CLTM films (Denville 

Scientific, Toronto, ON, Canada). Films were analysed by densitomehy using Image J 

software (National Institutes of Health). Rabbit anti-Oct3/4 (H-134) and goat anti-cTpnl (D-

12) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Rabbit anti-ERK1/2, anti

phospho-ERKl/2, anti-P38 and anti-phospho-P38 were from Cel! Signaling Technology 

(Beverly, MA, USA). Membranes were reprobed with mouse monoclonal anti-~-actin 

antibody (Sigma-Aldrich) or rabbit anti-a/~-tubu1in antibody (Cell Signaling Technology) for 

nonnalization. Secondary antibodies, conjugated to HRP, were from Jackson 

ImmunoResearch Laboratories or Biosource International (Camarillo, CA, USA). 

8.4. 7 Statistics 

The JMP IN 8.0 software (SAS Institute Inc., CaJy, NC, USA) was used for statistical 

analysis . Means between cel! populations were compared using Tukey-Kramer or test of the 

means (significance leve! p<O.OS) . Results were obtained from tlu·ee independent cel! series. 

8.5 Results 

8.5.1 Effect of retinoid ligands on cell proliferation and stem ness 

The capacity of a substance to act as an inducer of stem cell differentiation is often 

associated with its capacity to reduce cell proliferation and induce loss of the cell stemness 

character. AtRA and analogs used in this work were compared by these two criteria . They 

were all used at 10·6 M throughout since this concentration of atRA is effective in inducing 

adipogenesis and myogenesis in the Pl9 cell mode! and atRA and analogs have similar Kd 

values, in the 10 nM range, for their respective retinoid receptors [atRA and TTNPB: (Boehm 
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et al., 1994; Crettaz et al., 1990; Vuligonda, Lin et Chandraratna, 1996); LG268: (Boehm et 

al., 1995); LG815 and LG208: persona! communication from Pharmaceutical Ligands]. 

Similar Kd values of 10 nM characterize the binding of 9-cis-RA to RXR (Vuligonda, Lin et 

Chandraratna, 1996). Cell proliferation was evaluated after culturing adherent monolayers of 

P19-MLC2v-GFP cells in the presence of each retinoid (Fig. 8.2A). AtRA decreased the 

proliferation of these cells by 70% compared to NI cells. The two retinoid agonists, LG268 

and TTNPB, bad also a similar anti-proliferative action, reducing cell density by 50% and 

70%, respectively. In contrast, the RXR and RAR antagonists, respectively LG208 and 

LG815, had no influence on the proliferation ofP19 cells. LG208 (10 )..LM) bad also no effect 

on the proliferation of breast carcinoma MCF -7 cells (Chen et al. , 2006). The stemness 

character was evaluated through the protein expression of Oct 3/4 transcription factor 

(Palmieri et al., 1994 ; Scholer et al., 1989). Oct3/4 expression was measured in DO, D2 and 

non-induced (NI) D3 cell aggregates to analyse the effect of aggregation on this marker. 

Oct3/4 level diminished with time during aggregation, rea ching 50% of the initial value after 

3 days (Fig. 8.2B). A 24h-exposure (D2 to D3) to either atRA, LG268 or TTNPB importantly 

decreased Oct3/4 expression compared to NI (respectively, by 89%, 77% and 71 %). The 

decreasing effect of LG268 and TTNPB was more pronounced in the presence of atRA. 

Similar to their lack of effect on cell proliferation, the retinoid antagonists LG208 and LG815 

had no significant effect on Oct3/4 level, compared to NI treatment. AtRA still preserved its 

reducing effect on Oct3/4 in the presence of antagonists. Considering their lack of effect on 

cell proliferation and stemness, the antagonists appeared as poor candidate inducers of cell 

differentiation and were not used further in this study. The work focused on the agonists. 

8.5.2 TTNPB is more potent than atRA in inducing adipogenesis 

We and others have shown that atRA can induce ES and EC cells to differentiate into 

adipocytes (Bouchard et Paquin, 2009 ; Dani et al. , 1997). The induction of P19-MLC2v

GFP cells with LG268 or TTNPB as the atRA substitute generated cells containing lipid 

droplets stained by the Oil-Red-0 triglyceride dye (Figs 8.3B-D). These fat cells were not 

found in corresponding NI cultures (Fig. 8.3A) and in undifferentiated cultures (DO, not 

shown). Quantification of staining showed that, of the three retinoids tested, TTNPB was the 
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most potent inducer of triglyceride production in cultures (Figs 8.3E, F). Gene expression of 

the transcription factor PP AR y and of the lipolytic enzyme LPL, another established 

adipocyte marker (Hillel et al., 2009), was higher in induced than in NI cultures by qPCR 

analysis (Fig. 8.3G). Like the triglyceride measurements, the gene expression data underlined 

the important adipogenic action ofTTNPB. 

8.5.3 LG268 but not TTNPB induces myogenesis 

We previously showed that skeletal and cardiac myogenesis accompany adipogenesis in 

P 19 cells treated with atRA (Bouchard et Paquin, 2009). The myocytes appear as soon as 10 

da ys post-aggregation (D7+ 1 0) (Bouchard et Paquin, 2009). In this work, we determined 

whether replacing atRA by the synthetic RAR and RXR selective agonists bad an impact on 

myogenesis. As expected, atRA treatment generated SKM, identified by the red fluorescence 

of sarcomeric a-actinin immunostaining, the bipolar shape and the absence of the cardialy

driven GFP green fluorescence (Fig. 8.4B). Cultures induced with LG268 also contained 

these a-actininros -GFPNEG cells (Fig. 8.4D). CM were also generated in atRA- as well as in 

LG268-induced cultures as indicated by the presence of rounded cells exhibiting brilliant 

GFP-borne green fluorescence on MLC2v mircrographs and green (GFPros) or yellowish 

(GFPros and sarcomeric a-actininros) fluorescence on merged micrographs (Figs 8.4B, D). 

No brilliant green or red fluorescence was seen in NI cultures (Fig. 8.4A). Interestingly, 

TTNPB-treated cultures resembled NI cultures (Fig. 8.4C). The compilation of fluorescence 

micrographs obtained from independent cell culture series showed similar myogenic action of 

atRA and LG268, and underlined the anti-myogenic action of TTNPB (Fig. 8.4E). Like 

cytofluorescence analys is, Western blotting of sat·comeric a-actinin and cTpnl indicated 

lower expression of these myomarkers in TTNPB- than in atRA- and LG268-treated cultmes 

(Fig. 8.4F). Considering that cTpnl is a general marker of CM (Ausoni et al., 1994 ; Gorza et 

al., 1993 ), the b lotting results show a tendency of LG 268 to genera te a higher proportion of 

myocytes of the cardiac type compare to atRA. There are two apparent discrepancies between 

cytofluorescence and immunoblotting results. First, there was basal expression of the 

myogenic markers in TTNPB cultures by immunoblotting despite the absence of 

cytofluorescence signals (Figs 8.4C, E). This could be a remnant of the undifferentiated 
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precursors. Indeed, markers of various mature cell phenotypes cau be observed altogethcr, at 

basal levels, in multipotent cell progenitors, with the specialized markers increasing and the 

other orres gradually disappearing during cell type specification (Dupin, Calloni et Le 

Douarin, 201 0). Second, while cytofluorescence showed strong differences in myomarker 

expression between TTNPB cultures and cultures induced with atRA or LG268, the 

differences were modest by immunoblotting. This cau be explained by the small number of 

muscle cells in the cultures compare to the cells expressing basal marker levels. In fact, 

whereas the muscle cells exhibited strongly increased cytofluorescence compared to other 

cells in the cultures, they contributed only modestly to the overall signal intensities by 

Western blotting. 

8.5.4 Ti me course of ERK and P38 phosphorylation in atRA and retinoid treated 

cultures 

There have been some studies done on the activity of ERK and P38 in ES cells subjected 

to the mesodermal protocol (Bost et al., 2002 ; Davidson et Mor ange, 2000 ; Eriksson et 

Leppa, 2002). However, the impact of retinoids on these MAPK, particularly TTNPB and 

LG268, has not yet been addressed. A transient increase in ERK phosphorylation was 

observed at the beginning of embryoid body formation (DO-D2) in ali cultures (Figs 8.5A-D). 

This was followed, in NI cultures, by a decrease to below basallevels until D6 and the return 

to initial values and above until D9, the last day analysed. Introduction of an inducer at D2 

bad an impact. RA induced a greater reduction in ERK phosphorylation in the D3 to D6 

period compare to NI (Figs 8.5A, B). The effect of LG268 on ERK resembled that of atRA 

(Fig. 8.5C) whereas TTNPB was more potent (Fig. 8.5D). Like for ERK, P38 

phosphorylation increased from DO to D2 with the start of embryoid body formation (Figs 

8.5E-H). Thereafter, in NI cultures, P38 phosphorylation almost plateaued until D6 instead of 

decreasing like ERK phosphorylation (Fig. 8.5F). RA and LG268 similarly increased P38 

phosphorylation over NI levels statiing at D4 (Figs 8.5F, G) whereas the P38 phosphorylation 

level in TTNPB-induced cultures matched that of NI cultures (Fig. 8.5H). Overall, atRA and 

LG268 had similar effects on ERK and P38 phosphorylation whereas TTNPB showed 

differences . 
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Considering that the increased adipogenic action of TTNPB compare to atRA went along 

with greater ERK dephosphorylation and lower P38 phosphorylation, we reasoned that 

combining atRA with the ERK inhibitor PD98059 or with the P38 inhibitor SB203580 could 

increase atRA. adipogenic action and perhaps interfere with its myogenic action. PD98059 did 

not increase the atRA-induced adipogenesis but it did not inhibit it neither (Figs 8.6A-E). 

SB203580 stimulated, by about 2-fold, the adipogenic action of atRA and this effect was 

observed as soon as D7+14. As shown in Figs 8.6F-J, the u-actinin cytofluorescence data 

indicate that the ERK inhibitor as well as the P38 inhibitor doubled the myogenic action of 

atRA. According to the MLC-2v-GFP fluorescence, the ERK inhibitor even appeared to 

stimulate the cardiomyogenic action of atRA compare to the P38 inhibitor. 

8.6 Discussion 

P 19 embryonic stem cells can differentiate into various cell types in response to atRA. In 

pa1iicular, they give rise to adipocytes and to myocytes of the cardiac and skeletal types, 

present altogether in the same culture, upon exposure to atRA from D2 to D5 of embryoid 

body formation (Bouchard et Paquin, 2009). These cells thus provide a useful mode! to 

investigate the impact of modulating atRA signaling to direct cell differentiation decisions in 

pluripotent stem cells with possible applications in the field of cell based-therapies. This 

work shows that atRA analogs can influence the balance of the mesodermal phenotypes 

depending upon their specificity towards RAR and RXR. In addition, these analogs, like 

atRA, have an effect on the activation of ERK and P38 , two MAPK reported to be implicated 

in stem cell differentiation. Beside their capacities to bind to and transactivate nuclear 

RAR/RXR, retinoids could also be selected on the basis of their impact on MAPK 

phosphorylationlactivation dynamics. 

Using isoform-specific pharmacological agonists, one study showed the importance of 

RAR~ in the differentiation of ES cells into adipocytes (Monteiro et al. , 2009). In the present 
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work, results of the use of atRA and TTNPB in the mesodermal protocol confirm the 

adipogenic influence of the activation of RAR pathways. For the first time, however, is 

revealed the concomitant anti-myogenic action of a RAR-specific agonist. Since the affinity 

of TTNPB for RAR resemble that of atRA, the higher adipogenic potential of TTNPB 

compare to atRA could be due to prolonged nuclear receptor activation as a consequence of 

higher disponibility through reduced affinity for cytosolic RA binding proteins (CRABP) or 

of increased resistance to metabolism (Eichele, Tickle et Alberts, 1985 ; Pignatello, 

Kauffman et Levin, 1997 ; Pignatello, Kauffman et Levin, 2002). The adipogenic action of 

RAR agonists however appears to depend on the developmental state of the adipocyte 

precursors. Indeed, while atRA and synthetic RAR agonists stimulate the induction of 

adipogenesis in undifferentiated cells (Monteiro et al., 2009 and this work), they inhibited the 

terminal differentiation of mouse 3T3-Ll pre-adipocytes (Xue et al., 1996) as well as of 

porcine primary pre-adipocytes (Brandebourg et Hu, 2005) . In the latter case, PP AR y and 

RXRa. mRNAs were downregulated. In contrast, the activation of RXR pathways is 

permissive to adipogenesis both during induction of differentiation (in this work, LG268 

promoted adipogenesis in P 19 cell cultures) as well as during maturation (LG268 and 

methoprene acid, another pan-RXR agonist, stimulated the terminal differentiation of pre

adipocytes (Brandebourg et Hu, 2005 ; Wang et al., 2000). This raises the possibility of 

controlling cell differentiation through the start and duration of retinoid treatment. 

Interestingly, in contrast to TTNPB, atRA, the physiological RAR agonist, acted similarly 

to LG268 by being permissive to both adipogenesis and myogenesis. The myogenic effect of 

atRA compare to TTNPB could be the consequence of activation of RXR pathways in 

addition to RAR pathways tlu·ough perhaps atRA isomerisation or RARJRXR dimerization. 

In li ne with this, P A024, a RXR agonist, was reported to enl1ance the spontaneous 

cardiomyogenic differentiation of ES cells (Honda et al., 2005) and, contemporaneously to 

our work, bexarotene, another RXR agonist, was shown to stimulate skeletomyogenesis, also 

in ES cells (Le May et al., 2011 ). Likewise, this study reveals the cardiomyogenic and 

skeletomyogenic actions of another RXR agonist, LG268. Compare to atRA, LG268 showed 

a tendency to favor CM. We did exploratory studies of combining atRA with the RAR 

antagonist LG8 15 to test whether this treatment could favor myocytes over adipocytes. There 
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was no difference in the relative yields ofthese phenotypes between atRA and atRA+LG815 

treatments (unpublished). This avenue of concomittant activation of one pathway and 

inactivation of the other could however give different results with other selections of 

retinoids. 

A small number of studies have shown the implication of ERK and P38 in mesodermal 

differentiation, fewer analysed the effect of atRA on these kinases in this process and, as far 

as we are aware, none analysed the effect of atRA analogs on MAPK in stem cells. This work 

shows that analogs having different impact on mesodermal differentiation had also different 

effects on ERK and P38. Inhibition of P38 activity during the generation of embryoid bodies 

was reported to inhibit the spontaneous differentiation of mouse ES cells into CM and SKM 

(A ouadi et al., 2006b ; Banuet et al. , 2011 ; Wu et al., 201 0) or the cardiomyogenic 

differentiation of P 19 cells induced with DMSO (Davidson et Morange, 2000 ; Enarsson et 

al. , 2002). In this work, the fact that TTNBP, contrarily to atRA and LG268, did not 

stimulate P38 phosphorylation above levels seen in NI cultures would be in line with its anti 

myogenic effect compare to the two other retinoids. On the other hand, we observed that the 

addition of P3 8 inhibitor to the myogenic atRA did not inhibit myogenesis, rather there was 

marked stimulation. There could be at least two explanations for the apparent contradiction. 

First, the myogenic differentiation of ES cells was reported to be finely tuned by the inhibitor 

concentration: SB203580 concentrations below 10 !J.M stimulated whereas concentrations 

above inhibited this differentiation (Graichen et al., 2008; Kempf et al., 2011). The threshold 

value was stimulatory in P19 cells. Second, the presence of atRA inducer distinguishes our 

protocol from the other ones above. Evidences accumulate indicating that, in addition to its 

classical genornic activities, atRA has non-genomic actions (Alsayed et al., 2001 ; Bruck et 

al., 2009). AtRA can rapidly activa te P3 8 or the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-ERK 

pathway with downstream consequences on assemblages of transcription complexes (Bruck 

et al., 2009 ; Masia et al., 2007). It is not known whether these activations could happen 

together in the same cell but each would involve the presence of RAR pools in the cytosol or 

in lipid rafts at the plasma membrane and the incorporation of these RAR into signaling 

complexes (Masia et al. , 2007 ; Piskunov et Rochette-Egly, 2011). Whether there exists such 

a mechanism of P3 8 activation in ES and P 19 cells is not known but, if so, it would likely be 
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affected by the presence or not of extracellular atRA. In this study, TTNPB, which was more 

adipogenic than atRA, did not increase P38 phosphorylation in contrast to atRA. 

Interestingly, the combination of atRA with P3 8 inhibitor great! y stimulated adipogenesis, 

painting to P38 as being a negative regulator of adipogenic commitment. Negative regulation 

by P38 was also observed in the maturation of pre-adipocytes (Aouadi et al., 2007 ; Aouadi 

et al., 2006c). 

In contrast to the P38 results, our ERK results do not match as well with those of other 

studies. Fu·st, atRA decreased ERK phosphorylation when added at D2 of Pl9 cell 

aggregation whereas stimulation of ERK phosphorylation by atRA was reported by others 

(Bost et al., 2002 ; Reffas et Schlegel, 2000). The cel! mode!, the atRA concentration, the 

moment of atRA addition in the culture medium and the time of ERK phosphorylation 

measurement could explain the difference. Bost et al (Bost et al., 2002) used an ES cel! line 

and 10-7 MatRA (instead of 10·6 M) . Reffas and Schiegel (Reffas et Schlegel, 2000) added 

10-7 M atRA at DO of Pl9 cell aggregation. Both groups observed a transient (few hours) 

activation of ERK upon addition of atRA and our first measurements were done after 24 h. 

On the other band, under our conditions, we observed a transient activation of ERK at D2 of 

differentiation in absence of exogenous atRA, perhaps precluding any further important 

activation of ERK by atRA. Second, Bost et al (Bost et al. , 2002) reported an inhibition of 

adipogenesis by 40 ~-t-M of the ERK inhibitor PD98059 whereas we observed increased 

adipogenesis in P19 cells induced by TTNPB, a retinoid decreasing ERK phosphorylation, 

and no adipogenic inhibition in cells treated with atRA and 10 ~-t-M PD98059. On the one 

hand, there could be a dosage effect as mentioned above for P38 (Eriksson et Leppa, 2002 ; 

Graichen et al., 2008 ; Molina et al., 2009). On the other band, we could have obtained 

different results by adding ERK inhibitor before the peak of ERK phosphorylation at D2. 

With respect to myogenesis, the importance of ERK in this phenomenon is still not clear. 

Kempf et al (Kempf et al., 2011) found that the anti-cardiomyogenic action of strong P38 

inhibition was accompanied by reduced ERK phosphorylation but the ERK effect was not 

isolated. Otberwise, ERK inhibition was reported to have no effect on sarcomeric myogenesis 

in protocols that did not use atRA as the inducer, such as the spontaneous generation of CM 
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and SKM in ES cell cultures (Bost et al., 2002) or the DMSO-induced myogenesis in the P19 

mode! (Davidson et Marange, 2000 ; Enarsson et al., 2002). In our atRA-based protocol, the 

combination ofERK inhibitor with atRA increased both SKM and CM. 

In conclusion, in the P 19 mode!, the activation of RAR at D2 of the differentiation 

protocol conjoint! y with the inhibition of ERK or P38 signaling is adipogenic. Incorpora ting 

the activation of RXR leads to the generation of CM and SKM together with adipocytes. The 

dosage of ERK or P38 inhibition can be adjusted to increase the myogenic yield. AtRA 

analogs are main1y characterized by their capacity to bind to and transactivate nuclear RAR 

and RXR. Effects on phosphorylation dynamics could provide a supplementary criterion in 

the design or selection of retinoid morphogens capable of directing mesodermal 

differentiation. 
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8.8 Table and Figures 

Table 8.1. Primers and qPCR conditions 

Primer Primer sense (S) and Temperature of Product Reference or 
name antisense (AS) sequences annealing (0 C) size (bp) accession number 

~-Actin S: gccctggctcctagcacc 60 74 (Krook et al. , 

AS: ccaccaatccacacagagtactgg 
2002) 

GAPDH S: cgaccccttcattgacctcaac 55 190 (Liu et al. , 2005) 

AS: ctccacgacatactcagcacc 

LPL S: aactgccacttcaaccacagca 60 168 NM 008509 

AS: ataatgttgctgggcccgat 

PPARy S: ccagagtctgctgatctgcg 55 217 (Fujita et al. , 

AS: gccacctctttgctctgctc 
2005) 

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; LPL, lipoprotein lipase; PP AR y, peroxisome 
proliferator-activated receptor-y. 
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RAR RXR 

natural agonist 0 

OH 

a/1-trans-retinoic acid (atRA) 9-cis-retinoic acid 

() 

OH 

synthetic agonist 

TTNPB LG100268 (LG268) 

01< 

synthetic antagonist 

LG100815 (LG815) LG101208 (LG208) 

Figure 8.1 Structure of retinoids. All-trans-retinoic acid and 9-cis-retinoic acid are 
physiologically-relevant prototype ligands of RAR and RXR respectively. TTNPB and 
LG 100815 are, respectively, synthetic RAR pan-agonist and pan-antagonist. LG 100268 and 
LG 101208 are, respectively, synthetic RXR pan-agonist and pan-antagonist. Une version 
électronique est fournie (CD). 
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Figure 8.2 RAR and RXR agonists reduce the proliferation and stemness character of 
P19-MLC2v-GFP cells. (A) Cell proliferat ion. Cel! monolayers were treated for 48 h with 
no inducer ( I) or with the indicated retinoid , and stained with crystal vio let. Absorbance 
values are expressed as the means ± SEM of three independent studi es. (B) Cel! stemness . 
Cells were subj ected to the mesodermal protocol in the absence (NI) or presence of the 
indicated retinoid inducer from D2 to D3 , and ana lysed for Oct3/4 expression at 03 . Cells 
were also coll ected at DO (undifferentiated ce ll s) and at D2 (before retinoid treatment) for 
comparison . An immunoblot specimen and the densitograms (means ± SEM) obtained from 
three independent ce l! series. Oct3/4 is expressed relatively to tubulin . The inducer treatment 
was significantly different from the NI condition ( • ), and the reti noid treatment was 
significantly different from the atRA reference treatment (#) (p<0.05). Une version 
électron ique est fournie (CD). 
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Figure 8.3 TTNPB is a potent adipogenic retinoid. Cell cultures were submitted to the 
mesodermal protocol and analysed at D7+20. o inducer (NI) or the indicated retinoid 
inducer was used during the D2 to DS period. Oil-Red-0 staining micrographs ( 1 OOX) of (A) 
NI, (B) atRA, (C) TTNPB and (D) LG268 cultures. (E) Percentages of the culture surface 
occupied by Oil-Red-0 stained cells. (F) Histograms of Oil-Red-0 absorbances standardi zed 
by Crystal violet (CV) absorbances. Oi l-Red-0 absorbances were hi gher than expected in NI 
cultures by comparing with micrography results; this was due to the non-specifie trapping of 
the dye between cell s in tbese highly proliferating cultures. (G) RT-qPCR analys is of LPL 
and PPARy, respectively normalized to ~-actin and GAPDH signais. Ail results (means ± 
SEM) are for three independent cel! seri es. The inducer treatment was significantly different 
from the I condition ( * ) , and the retinoid treatment was significantly different from the 
atRA reference treatment (#) (p<O.OS) . Une version électronique est foumie (CD). 
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Figure 8.4 Unlike atRA and LG268, TTNPB is anti-myogenic. Cel! cultures were 
submü ted to the mesodermal protocol until 07+ 10 and analysed for GFP and 
immunoreactive myomarker express ion. F luorescence micrographs ( 1 OOX or as indicated) of 
(A) NI cultures and cultures induced with (B) atRA , (C) TTNPB and (D) LG268. Photonic 
micrographs show the cell culture densities. (E) Relative fluorescence histograms (means ± 
SEM of three independent cell series analysed in triplicate). (F) Immunoblot specimens and 
densitograms (means ± SEM of three independent cell series). The o.-actinin and cTpnl 
signais were normalized to actin. The retinoid treatment was significantly different from the 
atRA reference treatment (#) (p<0.05) . Une version électronique est fournie (CD). 
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Figure 8.5 Time course of ERK and P38 phosphorylation in differentia ting cultures. NI 
cultures and cul tures induced with atRA, TTNPB and LG268 were ana lysed fo r 
phosphorylated (p) and total ERK and P38, daily during the embryoid body period (DO to 
D7) and at D9. (A, E) Immunob lot specimens. (B-D, F-H) Comparative densitograms 
(means ± SEM of three independent cel! series). The results of each series (pERK/total ERK 
and pP38/total P38) are reported relatively to the con esponding D2. The actin signais (not 
shown) followed those of total ERK and P38 . Une version électronique est fournie (CD). 
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Figure 8.6 The combinations of atRA with MAPK inhibitors are adipogenic and 
myogenic. Cells were induced with atRA alone or in combination with PD98059 (PD) or 
SB203580 (SB) from D2 to D5 , and analysed for myogenesis at D7+ 10 and for adipogencsis 
at D7+ 14. Oil-Red-0 staining micrographs (1 OOX) of (A) NJ cultures and cultures induced 
with (B) atRA, (C) atRA+PD and (D) atRA+SB. (E) Percentages of the cul ture surface 
occupied by Oil-Red-0 stained cells. (F-1) Myomarker fluorescence micrographs (lOOX). 
Photonic micrographs show the cell culture densities. (J) Relative fluorescence histograms. 
Ail results (means ± SEM) are for three independent cel] series analysed at ]east in triplicate. 
Significant difference from the atRA reference treatment (#) (p<0.05). Une version 
électronique est fournie (CD). 



CHAPITRE IX: RETINOIC ACID AND ERK SIGNALINGS TlMELY MODULA TE 

THE MYOGENIC PROPERTIES OF OXYTOCIN IN P19 STEM CELLS 

Le travail de ce chapitre fut soumis dans FLoS One, par Frédéric Bouchard et Joatme Faquin. 

Certaines parties des résultats ont été présentées sous forme de communications dans des 

congrès: 

Frédéric Bouchard et Joanne Faquin, Le TTNPB, un agoniste des récepteurs de 

l'acide rétinoïque, est pro-adipogénique et anti-myogénique dans les cellules souches 

F19. 2e Colloque annuel du Centre Fbarmaquam de l'UQAM. Montréal. 11 juin 

2010. 

Frédéric Bouchard et Joam1e Faquin, Le TTNPB, un agoniste des récepteurs de 

l'acide rétinoïque, est pro-adipogénique et anti -myogénique dans les cellules souches 

Fl9. 6e Colloque annuel du Centre de recherches biomédicales de l'UQAM 

(BioMed). Montréal28-29 avril20 1 O. 
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9.1 Résumé 

Les cellules P 19 sont un bon modèle d'étude de la différenciation des cellules souches 

embryonnaires. Le traitement des cellules Pl9 avec l'OT dès le jour 0 (JO) d 'induction de la 

différenciation génère des CM et quelques cellules de muscle squelettique. Leur traitement 

avec l'acide tout-trans rétinoique (atRA) au J2 d'induction et en absence d'OT génère aussi 

des myocytes des deux types. L'OT et son récepteur sont sensibles à l'atRA dans le cœur en 

développement et l'OT peut activer ERK, une protéines-kinase activée par des mitogènes, 

dans le système reproducteur. Ce travail veut déterminer si l'action myogénique de l'OT dans 

les cellules Pl9 peut être modulée par l'atRA et ERK. Lorsqu'ajouté au JO du traitement avec 

l'OT, l'atRA inhibe la myogenèse. Cette inhibition impliquerait les récepteurs à l'acide 

rétinoïque (RAR) puisqu'un agoniste des RAR, mais non des récepteurs aux rétinoïdes-X 

(RXR), est aussi anti-myogénique. Étonnament, lorsqu'ajouté au J2 du traitement avec l'OT, 

l'atRA augmente grandement la squelettomyogenèse par rappmi à la cardiomyogenèse. Les 

voies des RAR et des RXR participeraient toutes les deux à cet effet de l'atRA puisque les 

agonistes des RAR et des RXR sont chacun pro-squelettomyogéniques. La phosphorylation 

d'ERK est augmentée durant le traitement avec l'OT. L'atRA diminue cette phosphorylation 

de ERK induite par OT de 60% lorsqu'il est ajouté au JO, mais seulement de 20% lorsqu'il 

est ajouté au J2. Un inhibiteur de ERK, le PD98059, abolit l'action myogénique de l'OT qu'il 

soit ajouté au JO ou au J2 de l'induction. BCI, un activateur de la voie de signalisation de 

ERK, contrebalance l'action pro-squelettomyogénique de l'addition tardive de l'atRA en 

augmentant la proportion de CM. L'ajout de BCI augmente aussi le niveau de 

phosphorylation de ERK. La signalisation de ERK influence l'action cardiomyogénique de 

l'OT. Des niveaux critiques de phospho-ERK régulent la myogenèse de façon temps

dépendante et modulent la proportion de CM et cellules de muscle squelettique dans les 

cultures. 
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9.2 Abstract 

P 19 cells provide an useful model of embryonic stem cell differentia ti on. Their treatment 

with oxytocin (OT) from day 0 (DO) of diffcrentiation induction generates cardiomyocytes 

and sorne skeletal muscle cells. Their treatment with all-trans-retinoic acid (atRA) from D2 

of induction and in absence of OT also genera tes both myocyte types. OT and its receptor are 

sensitive to atRA in the developing heart and OT can activate the ERK mitogen-activated 

protein kinase in the reproductive system. This work determined whether OT myogenic 

action in P 19 cells can be modulated by atRA and ERK. Wh en added at DO of OT treatment, 

atRA inhibited the OT -induced myogenesis. This would in volve retinoic acid receptors 

(RAR) since an agonist of RAR but not of retinoid-X receptors (RXR) was similarly anti

myogenic. Unexpectedly, added later (D2) during OT h·eatment, atRA tremendously 

increascd skeletomyogenesis over cardiomyogenesis. Both RAR and RXR pathways would 

participate in this atRA effect since the RAR and the RXR agonists were each pro

skeletomyogenic. ERK phosphorylation was stimulated during OT treatment. AtRA 

decreased this OT -induced ERK phosphorylation by 60% when added at DO but only by 20% 

when added at D2. The ERK inhibitor PD98059 abolished the OT myogenic action whether 

added at DO or D2 of induction. BCI, an activator of ERK signaling, counterbalanced the pro

skeletomyogenic action of late atRA addition by increasing the proportion of 

cardiomyocytes. This was accompanied by higher ERK phosphorylation. ERK signaling 

likely mediates the OT cardiomyogenic action. Critical phospho-ERK levels time

dependently regulate myogenesis and modulate the proportion of cardiomyocytes and 

skeletal muscle cells. 

Keywords: RAR/RXR, TTNPB, LG100268, cardiomyocytes, skeletal muscle cells, MAPK 

9.3 Introduction 

Like embryonic stem (ES) cells, P 19 embryonic carcmoma (EC) cells are 

developmentally pluripotent, giving rise to cells derivatives of all germ layers. They allow the 

study of cell differentiation mechanisms and help in the identification of morphogens to 

direct cell differentiation. Many ES cel! cultures are prone to spontaneous differentiation, in 
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particular to cardiomyogenesis. P 19 cells are more resistant to differentiation, requmng 

exposure to inducing agents for this process to occur. The secretion of differentiation 

inhibitors by P 19 cells can be one of the mechanisms of theil: resistance (Kawazoe et al., 

2009). Useful complementary information can thus be obtained by comparing the behavior of 

ES and EC cell models. Indu cers of cardiomyogenesis in the P 19 cel! line can be growth 

factors as well as small-molecular weight substances. The later include, among others, the 

organic solvent dimethylsulfoxyde (DMSO) and, more physiologically relevant, the vitamin 

A derivative all-trans-retinoic acid (atRA) and the peptide hormone oxytocin (OT) (van der 

Heyden et Defize, 2003). 

OT triggers or enhances the cardiomyogenic differentiation of P 19 and ES cells as well as 

of mesenchymal stem cells of the bone marrow and resident stem cells of the heart (Hatami, 

Valojerdi et Mowla, 2007; Matsuura et al., 2004; Paquin et al., 2002 ; Ybarra, del Castillo et 

Troncy, 2011). OT and its biosynthetic precursors appear to be among the most potent 

cardiac morpho gens in P 19 cells (Danalache et al., 2010 ; Dana lache et al., 2007 ; Paquin et 

al., 2002) . There is physiological revelance to this finding. OT, together with its receptor 

(OTR), was found in the adult rat heart where it has a role in cardiac and cardiovascular 

homeostasis (Gutkowska et al., 2000 ; Jankowski et al., 1998). It is also present in the heart 

of rodent embry os and neonates (Danalache et al., 2010 ; Jankowski et al. , 2004). 

The mechanism of OT -induced cardiac differentiation has not been largely explored. This 

mechanism has common features with th ose of DMSO and atRA. Indeed, in P 19 cells, an OT 

antagonist completely inhibited the cardiomyogenic effect of OT as well as of DMSO and 

atRA (Jankowski et al. , 2004 ; Paquin et al., 2002), imp1icating OTR. A synergistic 

relationship could perhaps exist between OT and atRA pathways in cardiac differentiation 

since each independently indu ces cardiomyogenesis (Paquin et al. , 2002 ; Rudnicki et 

McBurney, 1987). OT expression was reported to be sensitive to atRA in some instances 

(Adan et al., 1993 ; Jankowski et al., 2004). Nitric oxide (NO), which was found to enhance 

the cardiac differentiation of ES cells (Kanno et al. , 2004), mediates the OT cardiomyogenic 

action. Indeed, the NO-synthasc inhibitor L-NAME (that is N,G-nitro-L-arginine-methyl 
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ester) inhibited the OT -induced cardiac differentiation of P 19 ce lis and of porcme 

mesenchymal stem cells (Danalache et al., 2007; Ybana, del Castillo et Troncy, 2011). 

Beside NO and perhaps atRA, rnitogen-activated protein kinases (MAPK) could be 

involved in OT mechanism or modulate OT action during cardiac differentiation. MAPK play 

a major role in cell differentiation (Aouadi et al., 2006a ; Aziz, Liu et Dilworth, 2010 ; 

Binetruy et al., 2007 ; Keren, Tamir et Bengal, 2006 ; Zetser, Gredinger et Bengal, 1999) . 

Criticallevels of phosphorylated P38 MAPK are necessary to genera te cardiomyocytes (CM) 

from Pl9 and ES cells, and to stimulate the fusion of skeletal myob lasts into myotubes 

(Davidson et Morange, 2000 ; Wu et al. , 2010 ; Wu et al., 2000). Contrary to P38, the 

ERK.l/2 MAPK implication into the myogenic differentiation of ES and P 19 cells is not 

clear. Inactivation of ERK1 /2 was either found to inhibit or to have no impact on cardiac 

differentiation (Bost et al., 2002 ; Eriksson et Leppa, 2002). On the other band, OT stimulates 

ERK.l/2 phosphorylation in the female reproductive system (Devost, Wrzal et Zingg, 2008 ; 

Wrzal et al., 2012a) and NO enhances ERKl/2 and P38 phosphorylation in the vascular 

system (Doronzo et al., 2011 ; Lepicier et al., 2006). 

We therefore postulated that the OT cardiomyogenic action in the P 19 cell mode! can be 

modulated by atRA and ERK.l/2 signalings. Even perhaps the combined action of OT and 

atRA could enhance the myogenic yield, possibly through ERK1/2 phosphorylation. AtRA 

was added at two different times during OT treatment to evaluate temporally mediated 

effects. AtRA was also replaced by TTNPB (that is, (E)-4-[2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-

tetramethyl-2-naphthylenyl)-1-propenyl] benzoic ac id), pan-agonist of retinoic acid receptors 

(RAR), or by LG 100268, pan-agonist of retinoid-X receptors (RXR), to distinguish RAR and 

RXR implication. ERKl/2 phosphorylation was followed during OT treatment, and the 

myogenic impact of PD98059 and BCI (that is, (E)-2-benzylidene-3-(cyclohexylamino)-2,3-

dihydro-1H-inden-1-one), respectively inhibitor and activator of ERK signaling, was also 

evaluated. The P19CL6-MLC2v-GFP clone of P19 cells was used in this work. This clone, 

named P19-MLC2v-GFP throughout, canies the green fluorescent protein (GFP) gene under 

the transcriptiona1 control of the ventricular myosin light chain-2v (MLC2v) promoter 

(Moore et al., 2004). Apparition of the GFP fluorescence in the differentiating cultures 
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reports the generation of CM. The cardiac troponin inhibitor ( cTpnl) and the sarcomeric a

actinin were also used as myomarkers. 

9.4 Materials and Methods 

9.4.1 Culture and differentiation of P19-MLC2v-GFP cells 

Cells were routinely cultured at 3 7°C, in a humidified atmosphere of 5% C02, and in a 

propagation medium consisting of alpha-modified Eagle's minimum essential medium 

(aMEM; Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% heat-inactivated fetal 

bovine serum (PAA Laboratories, Rexdale, ON, Canada), 50 U/mL penicillin and 50 )..lg/mL 

streptomycin (HyClone Laboratories, South Logan, Utah, USA) (Bouchard et Paquin, 2009) . 

Passages were done every two days using trypsin and EDTA. The cardiomyogenic (Cardio) 

protocol using OT as the inducer was as described (Paquin et al., 2002). Briefly, P19 cells 

were cultured as floating aggregates for 4 days (DO to D4) in propagation medium containing 

10-7 MOT, and as adherent cultures for the next 10 da ys (D4+ 10) in absence of OT (Fig 9.1). 

In some experiments, a retinoid, either atRA, TTNPB or LG100268 (LG268, a gift from 

Ligand Pharmaceuticals, San Diego, CA, USA) was added during the OT treatment. Addition 

was either done early (E subscript), that is at DO, or late (L subscript), that is at D2, and the 

retinoid remained present until D4 (Fig. 9.1). The ERK.l/2 inhibitor PD98059 (10 )..LM, 

Cedarlane Labs, Burlington, ON, Canada) or the ERK activator BCI (0.1 )..LM, a gift from Dr. 

M. Tsang, University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA, USA) was added during the induction 

period as indicated in the legend of Fig. 9.1 and in Results. 

9.4.2 Cytofluorescence 

Cells grown in wells of 12 well-tissue culture plates were fixed for 20 min in phosphate 

buffer saline (PBS) containing 4% para-formaldehyde, rinsed in PBS and stored at 4°C in 

this buffer until analysis. Cells were permeabilized for 10 min in PBS containing 1% Triton 

X-100, blocked for 60 min in PBS containing 1.5% horse serum, and successively incubated, 

for 60 min each time, with mouse anti-sarcomeric (skeletal and carcliac) a -actinin antibody 

(clone EA-53; Sigma-Aldrich) and rhodamine-conjugated donkey anti-mouse IgG antibody 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Mississauga, ON, Canada). Cell washes and 
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antibody dilutions (1150) were done with PBS containing 1.5% horse serum. Cell 

micrographs (for the analysis of immunofluorescently-marked sarcomeric u-actinin and of 

transgenic GFP) were taken with a Nikon Digital Sight DS-QilMc camera mounted on a 

Nikon Eclipse Ti microscope equipped for epifluorescence. The fluorescence signais were 

analyzed with Image J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) using 

the threshold function. 

9.4.3 Gel electrophoresis and immunoblotting 

Cells were washed with PBS, lysed in RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.6, 

1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% sodium dodecylsulfate (SDS)) containing 

protease inhibitor cocktail I (Sigma-Aldrich) and the phosphatase inhibitors sodium 

orthovanadate (lmM) and sodium fluoride (lmM), and stored at -20°C until analysis. Protein 

concentration was estimated with a Micro BCA Protein Assay kit (Pierce, Rockford, IL, 

USA). Protein aliquots (40 )lg) were loaded onto 10% polyacrylamide-SDS gels, 

electrophoresed for 60 min at 150 V using a MiniProtean TetraCell system (BioRad, 

Hercules, CA, USA), and electrotransferred onto polyvinylidene difluoride membranes for 30 

min, at 100 V, using a Criterion Blotter apparatus (Biorad). Membranes were blocked for 60 

min in Tris buffer saline (TBS) containing 0.1% Tween-20 and 3% bovine serum albumin, 

and successively probed ( 60 min each ti me) with the primary antibody (dilution 111 000) and 

the horseradish (HRP)-conjugated secondary antibody (dilution 111 0000). Antibody 

incubations and membrane washes were done in TBS containing 0.1% Tween-20 . llmnune 

complexes were revealed by incubation of membranes with ImmobilonTM Western 

Chemiluminescent HRP substrate (Millipore, ON, Canada) and exposition to HyBlot CL ™ 

films (Denville Scientific, Toronto, ON, Canada). Films were analysed by densitometry using 

Image J software (National Institutes of Health). Rabbit anti-ERKl /2 and anti-phospho

ERKl/2 antibodies were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA) and goat anti

cTpnl (D-12) antibody from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) . Membranes 

were reprobed with mouse monoclonal anti-~-actin antibody (Sigma-Aldrich) for 

normalization. Secondary antibodies, conjugated to HRP, were from Jackson 

ImmunoResearch Laboratories. 
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9.4.4 Statistics 

The JMP IN 8.0 software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) was used for statistical 

analysis. Mcans bctwcen cell populations were compared using Tukey-Kramer or test of the 

means (significance level p <0.05) . Results were obtained from three independent cell series. 

9.5 Results 

9.5.1 Retinoids timely modulate the myogenic properties of OT 

In the OT -based Cardio protocol, the OT inducer is added at the beginning of the 

differentiation protocol (DO) and is present until D4. Generation of skeletal muscle cells 

(SKM) accompagnies cardiomyogenesis in this protocol but SKM are less abundant than CM 

(Danalache et al., 2007). CM and SKM can also be obtained, in the absence of OT, by 

treating cells with 1 o-6 M atRA in a different ti me window of induction, that is two da ys after 

the begüming of the aggregation period (Bouchard et Paquin, 2009). In this work, we 

compared the myogenic response of cells following the introduction of atRA as well as each 

of the TTNPB and LG268 retinoids at two time points of OT exposure, nam ely at DO (réfered 

to as early addition) and at D2 (refered to as late addition) (Fig. 9.1). In each case, the 

treatment lasted until D4. The retinoids were used at 10-6 M for two reasons. Fu·st, this is the 

atRA concentration generating myocytes in absence of OT (Bouchard et Paquin, 2009) and 

second, all three retinoids have similar Kd values, in the 10 nM range, for their cognate 

RAR/RXR (Boehm et al., 1994; Boehm et al., 1995; Crettaz et al., 1990 ; Vu1igonda, Lin et 

Chandraratna, 1996). We used sarcomeric a.-actinin as a marker of both CM and SKM. In 

cytofluorescence, morphology can also identify the myocyte type with CM having a rounded 

appearance and SKM an elongated shape. Green fluorescence brought by the cardially-driven 

GFP expression and yellow fluorescence due to the combined detection of sarcomeric a.

actinin and GFP further distinguished CM. Fluorescence micrographs of D4+ 10 cultmes 

induccd with OT alone showed the generation of yellow g1obular islets (Fig. 9.2B). This 

omnipresent yellow color indicated that cardiac muscle cells predominated over skeletal 

muscle cells in these cultmes (Figs 9.2B, F). No brilliant green or red fluorescence was seen 

in non-induced (NI) cultmes (Fig. 9.2A). Used in combination with OT, atRA added early 

(OT+atRAE) as well as TTNPB (OT+TTNPBE) ilù1ibited OT-induced myogenesis (Figs 9.2C, 
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D, F). In fact, there were very rare red or green fluorescing cells in ·these cultures. This anti

myogenic action would be mediated by RAR and not RXR since combining OT with LG268 

(OT+LG268E) generated almost as many sarcomeric a -actininros cells in the cultures as OT 

treatment (Figs 9.2E, F). The combination also generated cells showing expression of the 

GFP marker of cardiac phenotype although in lower yield tban that seen with OT alone. 

W e th en tested the effect of the retinoid ligands added la ter during OT exp os ure 

(OT+retinoidL), that is from D2 to D4 instead of DO to D4 (Fig. 9.3). All three retinoids 

reduced the cardiomyogenic action of OT as evidenced by GFP cytofluorescence (Figs 9.3A

F) and by cTpni immunoblotting, a general cardiomyocyte marker (Fig. 9.3G). TTNPB bad 

the highest inhibitory action. Unexpectedly, all tlu·ee increased the expression of the a -actinin 

myomarker, in the order of atRA >> LG268 > TTNPB, revealing their stimulating action on 

overall OT-induced myogenesis (Fig. 9.3F, G). The results indicate that the retinoids, more 

importantly atRA, appeared to increase the proportion of SKM vs CM in the cultures when 

added late in the Cardia protocol. The skeletomyogenic action of atRA would tbus involve 

RXR and RAR pathways. 

9.5.2 OT and atRA influence the phosphorylation of ERKl/2 

The time course of ERKl/2 phosphorylation showed a slight enhancement by OT at D3 

and D4, possib.ly maintained until D7 (Fig. 9.4A). The addition of atRA at DO (OT+atRAE) 

importantly decreased ERK phosphorylation by 60% in the flrst days of induction (D2-D4) 

but not of the maturation period (D7) (Fig. 9.4B). When addition was done at D2 

(OT +atRAL), the inhibitory action of atRA on ERKl/2 phosphorylation was modest, reaching 

20% (Fig. 9.4C). The timing ofatRA addition thus influenced the level ofERKl/2 activation. 

9.5.3 ERKl/2 modulators influence the CM and SKM yields 

Given the activation of ERKl/2 by OT, we questioned whether this MAPK bas a role in 

OT -induced myogenesis. This is indeed the case. Earl y as well as late addition of PD98059, 

an inhibitor of ERKl/2 phosphorylation, completely blocked myogenesis. Compare to 

cultmes· treated with OT alone, cultures treated with OT + PD98059 resembled more the NI 
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cultures, showing rare and faintly fluorescing cells (Figs 9.5A-C, D). BCI was recently 

shown to be an indirect activator of ERK phosphorylation by inhibiting the dual specificity 

phosphatase 6 (Dusp6, also called MKP3) which acts on phosphorylated MAPK (Molina et 

al., 2009). Interestingly, treatment with BCI was reported to expand the cardiac celllineages 

in the zebrafish embryo (Molina et al., 2009). Although not examined in P 19 cells, Dusp6 is 

expressed in undifferentiated ES celllines (Adler et al., 2008). We used BCI (0.1 ~LM) in the 

highly pro-myogenic OT +RAL conditions to determine whether this agent would increase the 

CM yield. BCI almost doubled the number of GFP-expressing cells while having less impact 

on cells expressing sarcomeric a-actinin, thus enhancing the ratio CM/SKM (Figs 9.5D-F). 

This effect was associated with a slight increase in ERK.l/2 phosphorylation (Fig. 9.5G). 

Increasing BCI concentration beyond 0.1 ~M revealed to be cytotoxic, killing most of the 

cells within 24h. 

9.6 Discussion 

Upon exposure to the OT hormone, P 19 cell aggregates differentiate into CM and SKM, 

with a predominance of CM (Danalache et al., 2007 ; Paquin et al., 2002). The combination 

of atRA with OT brought interesting results . Fit·st, atRA bad a profound impact on the 

myogenic action of OT and this, in a time-dependent fashion. Added earl y in OT treatment, it 

completely inhibited myogenesis whereas added later, it enhanced myogenesis and even 

increased the SKM/CM ratio. The use of RAR and RXR agonists pointed to the involvement 

of the RAR pathways in the anti-myogenic action of atRA since RXR agonist added early 

was not anti-myogenic. On the other band, RAR and RXR pathways would participate in the 

skeletomyogenic propensity. Second, in accordance with our finding that the blockade of 

ERK signaling inhibited the OT myogenic action, atRA showed a differentiai effect on ERK 

phosphorylation depending on the time of its addition. Added early, it lat·gely decreased the 

OT -it1duced ERK activation, in line with its anti-myogenic impact. Added late, its effect on 

ERK was mitigated, in li ne with the disappearance of the anti-myogenic impact. The use of 

the indirect ERK activa tor BCI in the highly myogenic/skeletomyogenic OT +RAL 

background increased both the level of ERK phosphorylation and the CM yield. Thus, ERK 

signaling is involved in the myogenic action of OT and the modulation of ERK 
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phosphorylation levels in OT treatment influences the overall as weil as the proportional 

yields of CM and SKM. 

MAPK have important implication in cellular differentiation (Aouadi et al., 2006a ; 

Binetruy et al., 2007 ; Keren, Tamir et Bengal, 2006). In particular, P38 activation is required 

to commit cells towards the CM and SKM lineages during the spontaneous differentiation of 

ES cells as well as during the DMSO-induced differentiation of Pl9 cells (Aouadi et al., 

2006b ; Barruet et al., 2011 ; Davidson et Marange, 2000 ; Eriksson et Leppa, 2002 ; Wu et 

al., 2010; Wu et al., 2000). P38 stimulates the transcription of skeletomyogenic transcription 

factors (Aziz, Liu et Dilworth, 2010 ; Keren, Ta mir et Bengal, 2006 ; Zetser, Gredinger et 

Bengal, 1999). We found that P38 is also involved in OT-induced myogenesis. Indeed, 

wh ether added early or la te during the treatment of P 19 cells with OT, the P3 8 inhibitor 

SB203580 abolished myogenesis (unpublished data). 

Compare to P38, the impact of ERKl/2 phosphorylation in sarcomeric myogenesis is less 

clear, particularly in the commitment stage. One study reported no impact of the inhibition of 

ERK.l/2 in myogenic determination of ES cells (Bost et al., 2002) while another one 

observed partial inhibition of cardiomyogenesis in P 19 cells when ERK.l/2 inhibitor was 

added during the DMSO treatment (Eriksson et Leppa, 2002). In a recent study, the inhibition 

of cardiomyogenesis in human ES cells by high concentrations of the P38 inhibitor 

SB203580 was accompanied by reduced ERK phosphorylation (Kempf et al., 2011). The 

incomplete information on the importance of ERK.l/2 in myogenic determination prompted 

us to explore this aspect in OT -induced myogenesis. In line with our objective, there are 

reports showing the stimulatory effect of OT on ERK1/2 phosphorylation in various 

physiological contextes not related to cell differentiation (Devost, Wrzal et Zingg, 2008 ; 

Wrzal et al., 2012a; Wrzal et al., 2012b) and the finding that an indirect small molecular 

weight activator of ERK signaling can expand cardiac cell lineages in the zebrafish embryo 

(Molina et al., 2009). This works shows that OT treatment induced a modest but long lasting 

stimulation on ERK phosphorylation and that the direct pharmacological inhibition of ERK 

signaling abolished the myogenic action ofOT. This points to the involvement ofERK in OT 

myogenic action. Also, in conditions of indirect ERK inhibition during OT treatment (that is, 
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in early addition of atRA), myogenesis was also inhibited. Interestingly, in an atRA-based 

mesodennal differentiation protocol wherein CM, SK.M and adipocytes are generated in 

absence of OT (Bouchard et Faquin, 2009), we observed that TTNFB, like atRA, inhibited 

ERK phosphorylation (Bouchard and Faquin, submitted/chapitre 8). This is consistent with 

the anti-myogenic action of early TTNPB addition on OT -induced differentiation. AtRA !ost 

part of its capacity to inhibit the OT -induced ERK phosphorylation when added late, i.e. at 

D2 of differentiation. The large size of cell aggregates at D2 compare to the individual cells 

of DO cou1d have restrained atRA accession to the cells and, consequent! y, its action on Erk. 

Alternatively, OT could have modified the cell homeostasis and thus the cell response to 

atRA. 

Upon treating zebrafish embryos with BCI concentrations as high as 5 11M, Molina et al 

(Molina et al. , 2009) observed an expansion of the cardiac progenitor pools in these animals. 

This concentration was however toxic to F19 cells and needed to be diluted to 0.1 11M for 

BCI to become tolerated. In the conditions of proficient formation of SKM (OT + atRAL), 

BCI, even at this low concentration, increased the CM yield in the cultures. Other regimens 

of BCI application (for example, higher concentrations for shorter exposures) could perhaps 

further amplify the CM/SKM ratio. In the presence of OT alone, such a BCI effect was not 

observed perhaps because OT is aldready more cardiomyogenic than skeletomyogenic 

(unpublished). 

An unexpected finding of our work is the strong skeletemyogenic action of atRA in the 

OT +atRAL treatement. A similar action of atRA in F 19 cell cultures was reported by 

Kennedy et al. (Kennedy et al., 2009) although in different differentiation conditions. These 

researchers induced differentiation with DMSO white adding low atRA concentrations (10-8
-

1 o-9 M) at DO and found increased SKM/CM ratios compare to DMSO al one. On the one 

band, our results add to data indicating sorne common mechanisms of action for OT and 

DMSO in cell differentiation. On the other band, the fact that high concentrations of atRA at 

D2 and low concentrations at DO give comparable results could be related to the size of cell 

aggregates and/or a particular step in diffcrcntiation. AtRA concentration gradients can be 

formed across the. large D2 aggt·egates and recreate, somewhere in the aggt·egates, the low 
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atRA concentrations of the DO procedure. Such atRA gradients are formed in time- and 

region-dependent manners during development in vivo by the differentia! expression of RA

synthesizing and RA-catabolizing enzymes (Ross et al., 2000 ; White et Schilling, 2008). 

Alternatively or additionally, there could be an atRA-sensitive step at or around 

differentia ti on D2 and the late addition of high atRA concentration could catch up the impact 

of early provision of lower atRA concentration. Various studies pointed to the multileveled 

aspect of atRA action in the timing and positioning of myogenes is in vivo (Drysdale et al., 

1997; Kastner et al., 1997b; Moss et al., 1998; Xavier-Neto et al., 2000). 

AtRA analogs are useful to distinguish the contribution of RAR and RXR signalings in 

diverse processes. The anti-myogenic effect of early atRA addition in OT treatment was 

reproduced by TTNPB, implicating the activation of RAR pathways. In contrast, early 

addition of LG268 was permissive to the OT myogenic action, which underlines the 

importance of RXR pathways in myogenesis. Using other RXR agonists, two groups 

obtained similar findings : Honda et al (Honda et al., 2005) under the conditions of the 

spontaneous cardiac differentiation of ES cells and, contemporaneously to us, Le May et al 

(Le May et al., 2011) in ES cells as well as in P19 cells induced with DMSO. Like us , Le 

May et al observed an increased SKM/CM ratio in the presence of the RXR ligand. Possible 

links with MAPK signalings were not investigated in those studies. 

In conclusion, this work shows the importance of ERK signaling in the OT -induced 

muscular differentiation of P19 cells. ERK activation is required for the generation of CM 

and SKM, and the modulation of phospho-ERK levels, either directly with the use of 

pharmacological modulators or indirectly with the use of atRA, bas an impact on the 

myogenic yields and the CM/SKM ratios. AtRA has a timely contrasted influence on OT 

myogenic action, being inhibitory when provided early in the differentiation procedure and 

stimulating when added later. The antimyogenic action of early atRA trcatment would be 

linked to the activation of RAR pa th ways · while the specifie activation of RXR pathways, 

either early or late, remains permissive to cardio- and skeletomyogenesis. Elucidating the 

intersections of atRA signaling with the OT -ERK pathways requires further investigation. 
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9.8 Figures 
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Figure 9.1 Overview of the cardiac differentiation procedure. P 19-MLC2v-GFP cells 
were grown as suspended aggregates ( embryoid bodies) during the induction phase in the 
presence of 10-7 MOT (days 0 to 4) and as adherent cultures during the maturation phase in 
absence of OT (days 4 to 14, also refered to as D4 to D4+10). AtRA (10-6 M) was either 
added early (atRAE; at day 0) or late (atRAL; at day 2) during OT induction. In sorne 
experimcnts, TTNPB (10-6 M), LG268 (10-6 M) or PD98059 (10 )lM) rep1aced atRA. When 
used, BCI (0.1 )lM) was present from days 0 to 4. Une version électronique est fournie (CD). 
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Figure 9.2 Early addition of atRA or TTNPB inhibits OT-induced myogenesis. Cells 
were submitted to the Cardio protoco l until 04+ 10 and analysed for the expression of GFP 
and immunoreactive a-actinin. OT and the indicated retinoid were present from DO to 04. 
Fluorescence micrographs (lOOX or as indicated) of NI cultures (A) and cu ltures induced 
with (B) OT, (C) OT + atRA E, (D) OT + TTNPB E, and (E) OT + LG268 E. Photonic 
micrographs show the cell culture densities. (F) Relative fluorescence histograms (means ± 
SEM of three independent cell series analysed in triplicate). The OT + retinoid treatment was 
significantly different from the OT reference treatment Ct ) (p<O.OS) . Une version 
électronique est fomnie (CD). 
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Figure 9.3 Late addition of atRA enhances OT-induced myogenesis. Cell s were submitted 
to the Cardio protocol until 04+ JO and ana lysed for the expression of GFP and 
immunoreactive myomarkers. OT was present from DO to D4 whereas each indicated retinoid 
was present only from D2 to D4. Fluorescence mi crographs ( 1 OOX or as indicated) of NI 
cultures (A) and cultures induced with (B) OT, (C) OT + atRAL, (D) OT + TTNPBL, and (E) 
OT + LG268L. Photonic mjcrographs show the cell culture densities. (F) Relative 
fluorescence histograms (means ± SEM of three independent cell series analysed in 
triplicate). (G) lmmunoblot specimens and densitograms (means ± SEM of three independent 
cell series). The a.-actinin and cTpni signais were normalized to actin. The OT + retinoid 
treatment was significantly different from the OT reference treatment (t ) (p<0.05) . Une 
version électronique est fournie (CD). 
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Figure 9.4 Time course of ERKl/2 phosphorylation in the cardiac differenciation 
procedure. Cultures induced with (A) OT, (B) OT +atRA E and (C) OT +RAL were analysed 
for ERK1 /2 phosphmy lation, daily during the embryoid body pcriod (DO to D4) and at D7. 
Immunoblot specimens and densitograms (means ± SEM of three independent cel! seri es) are 
shown side by side for each treatment. The results of each series were reported relatively to 
the corresponding DO. Une version électronique est fourni e (CD) . 
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Figure 9.5 Effect of ERK modulators on the myogenic action of the OT+atRA L 
condition. Ce li s were submitted to the Cardia protocol until 04+ 10 and analysed for the 
expression of GFP and immunoreactive myomarkers. OT and BCI were present from DO to 
04, PD98059 was either added earl y (POE) or late (POL) and atRA late (atRAL). 
Fluorescence micrographs (lOOX or as indicated) of NI cultures (A) and cultures induced 
with (B) OT, (C) OT + atRAL, (D) OT + PD98059, and (E) OT + BCI + atRA L. Photonic 
micrographs show the cel! culture densities. (F) Relative fluorescence histograms (means ± 
SEM of three independent cel! series analysed in triplicate). (G) Densitograms of ERK 
phosphorylation time course profiles (means ± SEM of three independent cel! series) . The 
OT + retinoid treatment was significant ly different from the OT reference treatment (t ) and 
the presence of BCI caused a significant difference in OT + atRAL treatement (*) (p<0.05). 
Une version électronique est fournie (CD). 
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DISCUSSION GÉNÉRALE 



CHAPITRE X : DISCUSSION 

10.1 Généralités 

Les maladies du cœur, qu'elles soient congénitales ou causées par des accidents 

cardiovasculaires, entraînent des problèmes de croissance, de contracti lité et de 

vascularisation du cœur et sont l'une des premières cause de morbidité et mortalité au Canada 

et dans les pays industrialisés. Vers l'âge de 65 ans, le ventricule gauche humain contient 

entre 2 et 4 milliards de CM qui peuvent être réduits jusqu'à 25% de leur nombre initial dans 

l'heure suivant un infarctus du myocarde (Murry, Reinecke et Pabon, 2006). À partir de 65 

ans, le vieillissement induit aussi une diminution moyenne de 20 millions de CM par année 

en absence de maladie cardiaque comme l'hypertension qui a un effet négatif sur la santé 

cardiovasculaire (Olivetti et al., 1991 ). La capacité limitée des cellules du muscle cardiaque 

adulte de proliférer pose un problème majeur à la restauration foncti01melle du cœur malade. 

Les expériences de régénération cardiaque par la thérapie cellulaire ont rapidement évolué, 

passant du modèle animal à des essais cliniques humains impliquant des milliers de patients 

(Laflamme et Murry, 2011 ). Les thérapies cellulaires pour la régénération du cœur 

nécessitent, aujourd'hui plus que jamais, la compréhension des mécanismes moléculaires 

gouvernant la différenciation et la morphogénèse du cœur afin d'être en mesure de manipuler 

efficacement ces mécanismes (Garry et Ols on, 2006). Les cellules P 19 sont un bon modèle 

pour l'étude de la différenciation cardiaque puisqu 'elles permettent l'obtention d'un 

phénotype mature possédant les marqueurs cardiaques et ont un phénotype battant (van der 

Heyd en et al., 2003 ; Zimmermann, 2011 ). De plus, contrairement aux cellules ES qui se 

différencient spontanément en CM, les cellules P 19 sont résistantes à la différenciation 

cardiomyogénique et elles permettent ainsi d'identifier des molécules et des conditions 

cardiomyogéniques efficaces. 

Afin de mieux comprendre et de contrôler les mécanismes de différenciation cardiaque, 

plusieurs approches peuvent être utilisées. Le génie génétique permet de modifier 

l'expression d'un gène impliqué ou potentiellement impliqué dans la différenciation. 

Récemment, cette technique a permis de transformer des cellules de phénotype adulte en 
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cellules pluripotentes ressemblant aux cellules ES (cellules IPS), augmentant l'intérêt de 

l'étude des cellules ES. L'étude de la différenciation peut aussi être faite par l'ajout 

d'inducteurs comme des molécules de hauts poids moléculaires (facteurs de croissance 

protéiques, cytokines, hormones peptidiques). Ce sont des molécules instables dans un mjlieu 

biologique, difficiles à produire et à modifier de façon fonctionnelle. D'autre part, les 

molécules de faibles poids moléculaires comme les vitamines, les hormones stéroïdietmes et 

divers inducteurs chimiques sont de plus en plus utilisées. Les molécules de cette catégorie 

sont généralement de structure plus simple, plus facilement modifiable chimiquement et plus 

stable biologiquement 

L'OT, une hormone peptidique de petite taille, induit ou augmente la différenciation, en 

CM, de cellules ES, EC et MSC ainsi que celle de cellules souches du cœur (Hatami, 

Valojerdi et Mowla, 2007; Matsuura et al., 2004; Paquin et al., 2002; Ybarra, del Castillo et 

Troncy, 2011). En plus d'être l'inducteur offrant un des meilleurs rendements de 

différenciation cardiaque de cellules EC, l'OT a l'avantage d'être un agent physiologique, 

permettant son utilisation chez l'humain (Danalache et al., 2007 ; Paquin et al., 2002). Le 

mécanisme d'action de l'OT aurait des points communs avec celui utilisé par le DMSO et 

l'AR puisque OTA, un antagoniste de I'OT, inhibe complètement la différenciation induite 

par OT mais aussi par le DMSO et l'AR (Jankowski et al., 2004; Paquin et al., 2002). L'AR 

est aussi une molécule physiologique qui permet la différenciation cardiaque de cellules EC. 

L'AR est aussi utilisé avec les cellules ES et les MSC pour la différenciation d'autres types 

mésoderrniques (adipocytes et ostéocytes) . Les rétinoïdes (dérivés de l'AR) sont utilisés pour 

le traitement des tumeurs, mais peu dans la différenciation cellulaire (Altucci et al., 2007 ; 

Brtko, 2007). Ces molécules, souvent synthétiques, ont l'avantage d'être plus stables 

métaboliquement que l'AR et elles permettent de cibler plus spécifiquement un récepteur 

nucléaire. La littérature scientifique rapporte que l'OT, tout comme l'AR, a un impact sur les 

MAPK dans iliverses situations en dehors de la différenciation cellulaire. La littérature 

montre aussi l'implication des MAPK dans la différenciation cellulaire, principalement 

l' implication de ERK et de P38 dans la génération de dérivés mésodermiques (Aouadi et al., 

2007 ; Barruet et al., 2011 ; Bost et al., 2005a ; Davidson et Morange, 2000 ; van der Heyd en 

et Defize, 2003). Les informations demeurent toutefois incomplètes. 
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Dans cette thèse nous avons d'abord travaillé avec un protocole de différenciation 

adipogénique adapté des cellules ES et qui permet d'obtenir aussi des cellules musculaires 

(Dani et al., 1997). Le premier article montre que les cellules P 19 ont un potentiel 

adipogénique. Les deux autres articles se penchent sur les rétinoïdes et les MAPK. 

Premièrement, nous avons étudié les relations existant entre l'atRA, des rétinoïdes 

spécifiques des RAR et RXR, et les MAPK dans la balance adipogénèse versus myogénèse 

en utilisant le protocole adipogénique (aussi appelé mésodermique). Par la suite, nous avons 

étudié ces relations dans la balance CM versus SKM dans le protocole cardiaque à base 

d'OT. 

Dans cette discussion, nous ressortirons les points saillants du travail, qui sont résumé à la 

figure 10.1, et présenterons des perspectives de développements futurs. 

10.2 Les cellules P19 ont un potentiel adipogénique induit par l'atRA. 

Nous présentons pour la première fois la différenciation adipogénique de cellules EC P 19 

(Bouchard et Paquin, 2009). L'obtention d'adipocytes avec les cellules Pl9 nécessite 

l' induction avec l'AR à une concentration supérieure à celle utilisée par l'équipe de Dani 

(Dani et al., 1997) à patiir de cellules ES (10-6 M vs 10·8 M) et l'ajout d'Ins et T3 lors de la 

maturation. Les adipocytes obtenus sont gorgés de gras et positifs à la coloration à l'huile 

rouge (Oil-Red-0) en plus d'exprimer fortement les ARNm du facteur de transcription 

PP AR y et du transporteur lipidique adipocytaire aP2. Cela est accompagné par une 

relocalisation nucléaire de la protéine PP AR y. Alors que la forme protéique de PP AR y est 

localisée dans le noyau dans les adipocytes, elle se retrouve dans le cytoplasme des cellules 

indifférenciées, expliquant la présence d'une forte bande dans les immunobuvardages 

d'extraits de ces dernières cellules (Fig. 7.1). Les cellules souches ivdifférenciées expriment 

plusieurs marqueurs de phénotype adulte qui peuvent s'y retrouver à des niveaux 

relativement faibles , dans une localisation différente ou encore sous une forme immature i.e. 

contenant un prodomaine (Choi et al., 2004 ; Dupin, Calloni et Le Douar in, 201 0) . 
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Figure 10.1 Résumé des principaux résultats présentés dans cette thèse . Les rétinoïdes 
permettent la différenciation des cellules P 19 en adipocytes et en cellules musculaires. 
L 'utilisation du TTNPB (un agoniste des RAR) induit une diminution de la 
phosphorylation de P38 et augmente le rendement de la différenciation adipogénique. 
L'atRA, via la voie des RXR ou lorsqu'utilisé de façon tardive avec l'OT, a peu d'impact 
sur la phosphorylation de P38 ou de ERKl/2 et permet de stimuler la différenciation 
musculaire squelettique. Lorsque l'atRA est utilisé de façon tardive, en présence d'OT et 
d'une molécule augmentant la phosphorylation de ERKl/2 (BCI), il est possible 
d'augmenter les rendements de la différenciation cardiomyogénique des cellules Pl9. 

En plus de permettre la génération d'adipocytes, l'AR, l' Ins et T3 ont un pouvOir 

myogénique dans les cellules P 19 comme le montrent la présence de cellules battantes ou 

contractiles dans les cultures ainsi que les niveaux cellulaires élevés d' a-actinine 

sarcomérique, marqueur des cellules des muscles cardiaque et squelettique, par 

immunobuvardage (Fig. 7.2). Les zones riches en myocytes montrent la présence de 

sarcomères en microscopie à fluorescence. Les myocytes présentent deux types 

morphologiques différents. Les SKM ont une forme allongée, bipolaire, et peuvent 

s'organiser en fibres multinucléées (myotubes). Les CM sont de forme arrondie et 
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mononucléée en plus d'exprimer un marqueur général des CM, la cTpnl (Fig. 7.3). L'Ins et 

T3, ajoutées ici au milieu de maturation, sont des agents cardiomyogéniques des cellules 

souches adultes et des cellules EC (Bani-Yaghoub et al. , 2004 ; Rodriguez et al. , 1994). Le 

protocole de différenciation adipogénique permet une dinunution drastique ou peut-être 

même la disparition complète du marqueur de pluripotence Oct3/4 (Fig. 7.6) ouvrant la porte 

à des études d ' implantation puisque l'absence de cellules indifférenciées diminue le risque de 

formation d'un tératocarcinome. 

L'OT, tout comme la vasopressine, est anti-adipogénique lorsqu 'utilisée dans la phase de 

maturation de fibroblastes pré-adipocytaires de la lignée 3T3 (Wilson et Hollenberg, 1987). 

L'OT serait aussi anti-adipogénique sur des cellules MSC dérivées du tissu adipeux humain 

en plus d'y favoriser la différenciation ostéogénique (Elabd et al. , 2008). Nous avons pensé 

que l'effet anti-adipogénique de l'OT pouvait diriger les cellules Pl9 vers la différenciation 

myogénique lorsque cette hormone est ajoutée au milieu de maturation dans le protocole 

adipogénique. L'ajout d 'OT à ce milieu n' augmente pas le rendement cardiomyogénique qui 

demeure similaire au rendement obtenu avec le protocole cardiaque classique (Fig. 7.4) 

élaboré par Paquin et al (2002). La fenêtre de temps pounait être importante dans l'effet anti

adipogénique de l'OT. Il serait intéressant de mesmer l'impact de l'ajout d 'OT à l'AR dans la 

période d'induction du protocole adipogénique puisqu 'aucun adipocyte n'est obtenu dans le 

protocole cardiaque à base d'OT. 

Il est intéressant de trouver des cellules musculaires dans la différenciation adipogénique 

puisqu' elles sont, comme les adipocytes, dérivées du feuillet embryonnaire mésoderrnique. 

Lors d'une perte de masse du muscle squelettique comme dans le cas de la dystrophie 

musculaire de Duchenne ou celui de la sclérose latérale amyotrophique, la régénération 

musculaire est accompagnée de l'activation du potentiel adipogénique (Wagatsuma, 2007) . 

Selon l'étude de Wagatsuma, l'express ion des facteurs de transcription adipogéniques PPARy 

et C/EBPa serait augmentée à la suite de cette perte musculaire. Les adipocytes jouent aussi 

un rôle cardioprotecteur : l'adiponectine, cytokine produite et sécrétée par les adipocytes, 

protège le cœur contre les dommages de l'ischémie-reperfusion (Shibata et al., 2005) tout 

comme l'adrénomédulline, un peptide sécrété par les adipocytes, protège de la fibrose 
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cardiaque (Harmancey et al., 2005). Les milieux conditionnés par divers types de cellules 

mésodermiques pourraient trouver applications dans les thérapies cellulaires. Après récolte 

des milieux, les cultures mixtes pourraient être traitées en cytométrie de flux pour isoler les 

types cellulaires précis (ex. CM). L'atRA permet la différenciation des cellules P 19 en CM 

lorsqu'il est utilisé à une concentration de 10-7-10-8 M, et en neurones lorsque la 

concentration est de 10-6 M (Rudnicki et McBurney, 1987). Notre étude montre pour la 

première fois une action cardiomyogénique de l'AR à forte concentration (10-6 M). L'ajout de 

l'hormone T3, essentielle à l'adipogenèse, dans le milieu de maturation y joue possiblement 

un rôle. T3 a été démontrée comme étant cardiomyogénique sur les cellules P 19 (Rodriguez 

et al., 1994) et stimulerait également la transcription de la chaîne lourde de myosine alpha (a

MHC) dans le cœur en formation chez le lapin (Morkin, 1993). Finalement, T3 contrôle la 

division, la différenciation et la fusion des myoblastes squelettiques (Anderson et al., 1998 ; 

Marchal et al., 1995 ; Shibota et al., 2000), un type cellulaire que l'on retrouve en grande 

quantité dans nos cultures. 

10.3 L'atRA et ses analogues influencent la différenciation mésodermique dans les 

protocoles adipogénique et cardiomyogénique. 

L'AR lie deux familles de récepteurs: les RAR et les RXR, chacune comportant trois 

iso formes (a, p, y), afin de former des dimères RARJRXR ou RXRJRXR et contrôler 

l'expression génique (Kastner et al., 1997a ; Ross et al., 2000). Sur les cellules P 19, 

l'utilisation d'agonistes spécifiques des RAR (le TTNPB) ou des RXR (le LG268) permet de 

diminuer la prolifération cellulaire ainsi que l'expression d'Oct3/4 à des niveaux similaires à 

ceux observés avec l'atRA contrairement aux antagonistes (Fig. 8.2). Ces agonistes sont donc 

d'excellents candidats comme agents inducteurs de différenciation cellulaire et nous avons 

vérifié leur effet sur la différenciation mésodermique (adipogénèse et myogénèse). Le 

remplacement de l'atRA par le LG268 dans le protocole adipogénique permet d'obtenir des 

adipocytes avec un rendement semblabe à celui de l'atRA suggérant l'implication des RXR 

dans la différenciation en adipocytes induite par l'atRA. C'est la première fois qu'un agoniste 

des RXR est utilisé dans la phase d'induction de l'adipogenèse dans des cultures de cellules 

souches. Le LG268 ainsi que l'acide méthoprène, un autre agoniste des RXR, ont déjà été 

utilisés lors de la maturation terminale de préadipocytes (Brandebourg et Hu, 2005 ; Wang et 
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al., 2000) ; les deux molécules ont eu un effet positif sur la maturation. Le remplacement de 

l'atRA par le TTNPB, tous deux agonistes des RAR, permet aussi l'obtention d'adipocytes, 

mais avec un rendement supérieur à celui de l'atRA comme le montre la coloration à l'huile 

rouge ainsi que la plus forte présence des ARNm de PPARy et de la LPL (Fig. 8.3). Les 

résultats d'une étude toute récente vont dans le même sens que les nôtres . Cette étude montre 

que RARP est essentiel à la différenciation adipogénique des cellules ES (Monteiro et al. , 

2009). Le potentiel adipogénique plus fort du TTNPB peut être dû à une activation prolongée 

du récepteur nucléaire, une conséquence d'une plus grande disponibilité du TTNPB reliée à 

une moins grande affinité pour les protéines de liaison cytosolique à l'AR (CRABP) ou à une 

résistance plus grande au métabolisme cellulaire (Eichele, Tickle et Alberts, 1985 ; 

Pignatello, Kauffman et Levin, 1997 ; Pignatello, Kauffman et Levin, 2002). Des résultats 

très préliminaires d'analyses HPLC suggèrent une demi-vie plus longue pour le TTNPB que 

pour l'atRA dans les cultures Pl9 en différenciation (supervision du stage de premier cycle 

de Sana Mesbahi). Contrairement à l'agoniste des RXR, les agonistes des RAR agissent 

différemment en fonction de la fenêtre de temps durant laquelle ils sont ajoutés dans le milieu 

de culture. Ils stimulent la différenciation adipogénique lorsqu'ils sont ajoutés durant la 

période d'induction (le présent travail) mais inhibent la différentiation terminale de 

préadipocytes lorsqu'ils sont ajoutés durant la période de maturation (Brandebourg et Hu, 

2005 ; Monteiro et al., 2009 ; Xue et al., 1996). 

Le TTNPB agit aussi sur le phénotype myocytaire en inhibant fortement la génération de 

CM et SKM puisqu'aucune cellule positive pour l'a-actinine sarcomérique n'est aperçue en 

microscopie à fluorescence. Cette inhibition n'est pas observée avec le LG268 qui montre 

plutôt une tendance à augmenter la proportion de CM sur les SKM puisqu'un plus grand 

nombre de cellules sont positives pour le marqueur rapporteur MLC-2v-GFP (Fig 8.4). Cette 

tendance est aussi observable par immunobuvardage où l'expression du cTpni, marqueur 

général des CM, est plus élevée pour la condition LG268 que pour la condition atRA. Ces 

résultats montrent que la voie des RXR est plus permissive que la voie des RAR et que 

l'obtention de myocyte avec l'atRA implique une activation des RXR. Comme l'atRA n'est 

pas le meilleur ligand des RXR, cette activation pourrait se produire à la suite de 

l'isomérisation de l'atRA en un ligand des RXR (par exemple, le 9-cis-AR) ou à la suite de la 
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formation d'un hétérodimère RAR/RXR (Sucov et Evans, 1995). Nos résultats rejoignent 

ceux de deux équipes travaillant avec des agonistes des RXR et montrant que le PA024 et le 

bexarotène augmentent respectivement la différenciation cardiaque spontanée et la 

squelettomyogénèse de cellules ES (Hon da et al., 2005 ; Le May et al. , 2011 ). 

Le TTNPB est aussi antimyogénique dans le protocole cardiaque classique lorsqu'il est 

mis en même temps que l'OT (Fig. 9.2). Des résultats similaires sont obtenus lorsque l'atRA 

remplace le TTNPB et se retrouve tout au long de la période d' induction avec l'OT 

(OT+RAE). L'effet anti-myogénique de l'activation des RAR est donc confirmé dans deux 

protocoles de différenciation. Par contre, lorsque l'activation des RAR par l'atRA est faite 

tardivement dans le protocole cardiaque, il y a stimulation de la myogénèse (Fig. 9.3 : 

OT+RAL). Ce résultat surprenant souligne le fort pouvoir de détermination myogénique de 

l'OT. L'action myogénique de l'atRA tardif dans le protocole cardiaque impliquerait une 

activation des RXR en plus de celle des RAR. En effet, l'ajout tardif du TTNPB 

(OT+TTNPBL) ne génère qu 'un petit nombre de myocytes par rapport à l'OT seule alors que 

l'ajout tardif du LG268 donne un rendement myogénique plus élevé que celui de l'OT seule 

(Fig. 9.3). L'atRA se lie préférentiellement aux RAR par rapport aux RXR tout en étant 

capable d'activer les deux groupes de récepteurs directement ou indirectement. Au contraire, 

le TTNPB est un activateur spécifique des RAR. L 'effet inhibiteur prononcé du TTNPB sur 

la myogenèse serait dû à cette spécificité puisque l'utilisation du LG268, activateur des RXR, 

permet la myogenèse aussi bien dans le protocole adipogénique que dans le protocole 

cardiaque à base d'OT et, dans ce dernier cas, quelque soit sa fenêtre d'utilisation. Dans les 

trois traitements d'ajout tardif de rétinoïdes, la myogénèse accrue touche les SKM et non les 

CM. 

Kennedy et al. (2009) ont aussi rapporté une influence squelettomyogénique de l'atRA 

dans le modèle cellulaire P 19. Leur étude a été réalisée dans le protocole cardiaque à base de 

DMSO et en présence d'une faible concentration d'atRA. Les autems ont proposé un modèle 

dans lequel l' AR agit sur plus d'une cible dans les voies cardiomyogénique et 

squelettomyogénique (Fig. 10.2). Ainsi, à faible concentration, l'AR active indirectement les 

gènes favorisant la myogenèse squelettique via les facteurs de régulation myogénique (MRF) 
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qui sont MyoD et myogénine et diminue indirectement l'expression de GATA4 par une 

inhibition de l'expression de BMP4 menant à une inhibition de la cardiomoygénèse 

(Kennedy et al. , 2009). Nous avons aussi favorisé la squelettomyogenèse en jouant avec la 

fenêtre temporelle d'induction. Une exposition précoce à une faible concentration d'atRA 

(Kennedy et al. , 2009) et une exposition tardive à une forte concentration d'atRA (cette 

thèse) ont eu le même impact pro-squelettomyogénique. Cependant, une exposition précoce à 

une forte concentration d'atRA est anti-myogénique (cette thèse). Ces différents résultats 

peuvent être expliqués par la taille des agrégats (corps embryoïdes) dans la première phase du 

protocole de différenciation. Lorsque 1 )lM d'AR est ajouté à JO (conditions anti

myogéniques), son action est égale sur toutes les cellules qui sont en majorité individuelles à 

ce moment-là. Par contre, à J2, les agrégats sont de bonne taille et peuvent promouvoir la 

génération d'un gradient de concentration décroissant d'atRA de la surface vers le centre de 

l'agrégat permettant à ce1iaines cellules de voir une concentration d'atRA ressemblant à celle 

du protocole de différenciation utilisé par Kennedy et al. (2009). Des conditions similaires 

sont retrouvées in vivo dans l'embryon en formation où l'expression différentielle des 

enzymes de synthèse et de catabolisme de l'AR établit un gradient d'AR de façon dépendante 

du temps et de la région (Ross et al. , 2000 ; White et Schilling, 2008). La fenêtre d'induction 

est aussi importante dans la différenciation des cellules Pl9 en neurones où l'ajout de l'AR 

doit obligatoirement avoir lieu dès le jour zéro (Annexe I). En effet, l'atRA est neurogénique 

lorsqu'il est ajouté dès le début de la formation d'agrégats mais perd ce pouvoir lorsqu'il est 

ajouté au jour 2. Le TTNPB et le LG268 se sont révélés être neurogéniques , mais dans un 

degré moindre que l'atRA, et agissent dans une même fenêtre temporelle que l'atRA. 
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Figure 10.2 Effet de l'AR sur la balance myogemque dans la différenciation de 
cellules souches P19. L'AR active les facteurs de régulation myogéniques (MRF) via la 
voie Wnt/0-caténine menant à la différenciation en cellules du muscle squelettique. L'AR 
agit aussi sur la différenciation en cardiomyocytes en inhibant le facteur de transcription 
GATA4 de façon indirecte par une inhibition de BMP4 (Kennedy et al., 2009). 

Outre la fenêtre d'induction, la concentration d'AR et de ses analogues mérite d'être 

davantage étudiée. Dans cette thèse, les agonistes ont été utilisés à la même concentration que 

l'AR puisque les constantes de dissociation des différents ligands pour leur récepteurs 

spécifiques sont similaires, de l'ordre de 10 nM (Boehm et al., 1994 ; Boehm et al., 1995 ; 

Crettaz et al., 1990 ; Vuligonda, Lin et Chandraratna, 1996). Cependant, leur manutention 

générale par les cellules peut être différente de celle de l'atRA. Par exemple, les quantités 

d'agonistes qui se rendent au noyau peuvent différer. L'utilisation de combinaisons agoniste

antagoniste constitue aussi une autre stratégie à explorer; elle pourrait permettre l'activation 

stricte d'une des deux familles de récepteurs RAR ou RXR ou même d'une des isoformes 

d'une famille donnée. Des molécules bifonctionnelles dont une des fonctions est celle d'un 

rétinoïde constituent d'autres outils intéressants, encore peu utilisés, pour induire la 

différenciation des cellules souches. Elles pourraient être utilisées pom augmenter la 

cardiomyogenèse. Par exemple, la liaison de l'AR avec un butyrate (inhibiteur d'histone-
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désacétylase) augmente le rendement de différenciation cardiaque de cellules ES (Maioli et 

al., 2010; Ventura et al., 2008; Ventura et al., 2004). Des molécules hybrides combinant la 

vitamine D et la trichostatine A (TSA), aussi un inhibiteur d' histone-désacétylase, ont été 

développées comme agent thérapeutique anticancéreux (Lamblin et al., 2010 ; Tavera

Mendoza et al., 2008). Il serait intéressant de complexer la TSA, qui favorise déjà la 

différenciation cardiaque de cellules ES (Kawamura et al., 2005) et est anti-adipogénique sur 

les cellules 3T3 (Lagace et Nachtigal, 2004), avec l'AR, un agent favorisant la myogenèse. 

10.4 Les MAPK ERK et P38 sont importantes dans les décisions mésodermiques 

10.4.1 Les MAPK ERK et P38 dans l'adipogenèse 

Parmi les rétinoïdes testés, le TTNPB est celui qui offre le meilleur rendement 

adipogénique (Fig. 8.3). C'est aussi le rétinoïde qui inhibe le plus fortement la 

phosphorylation d'ERK.l/2 (Fig. 8.5). L'ajout de 10 J..LM de PD98059, un inhibiteur de la voie 

de ERK1 /2, au même moment que l'atRA permet l'adipogenèse avec un rendement similaire 

à celui de l'atRA seul (Fig. 8.6). Nos résultats avec le PD98059 dans les cellules Pl9 ne sont 

pas tout à fait les mêmes que ceux publiés avec les cellules ES. Dans les cellules ES, l'ajout 

du PD98059 à une concentration plus élevée (40 J..LM) induit une inl1ibition de l'adipogenèse 

et c'est bien la diminution de p-ERK.l qui en serait le responsable (Bost et al., 2005b; Bost et 

al., 2002). Selon ces mêmes travaux, ERK.l/2 doit être activée pour déclencher la 

différenciation adipogénique des cellules ES et par la suite inhibée pour permettre la 

maturation des adipocytes (Bost et al., 2005a). Nous aurions également ces deux moments 

dans notre modèle puisque l'agrégation cellulaire en l'absence d'inducteur de JO à J2 active 

déjà ERK.l/2 et l'ajout des rétinoïdes de J2 à J5 diminue la phosphorylation de ERK.l/2 (Fig. 

8.5). L'ajout d'un inhibiteur de ERK.l/2, en supplément à J2, pourrait être trop tardif pour 

interférer dans l'adipogenèse. 

Nous avons aussi analysé l'impact de l'inhibition de P38 sur cette même différenciation 

puisque le TTNPB est le seul des rétinoïdes utilisés qui n'active pas P38. Le SB203580 (10 

J..LM) augmente la différenciation adipogénique dès le J7+ 14 et étonnamment augmente aussi 

le rendement myogénique des cellules P 19 (discuté à la section 1 0.4.2). Une régulation 
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négative par P38 de la maturation des préadipocytes a déjà été observée (Aouadi et al., 2007 ; 

Aouadi et al., 2006c) . Bost et al. n'ont pas observé de stimulation de l'adipogénèse par le 

SB203580 dans les cultures de cellules ES soumises au protocole Adipo à base d'atRA mais 

la concentration utilisée de cet inhibiteur était plus faib le que la nôtre (Bost et al., 2002). 

10.4.2 Les MAPK ERK et P38 dans la myogenèse 

Nous montrons pour la première fois une augmentation de p-ERKl/2 dans la 

différenciation cardiaque induite par OT. Cette augmentation est visible les troisième et 

quatrième jours du début de l' induction et possiblement maintenue jusqu 'au jour sept. Cette 

augmentation de p-ERKl/2 est essentielle pour obtenir des CM puisque l'utilisation de 

l'inhibiteur de p-ERKl/2, le PD98059, provoque une inhibition de la différenciation 

myogénique peu importe la fenêtre temporelle d' ajout durant l' induction (Fig. 9.5) . 

L'activation de ERK est importante pour la génération de CM par l'icarine (une petite 

molécule flavonoïde) ou par l'association de LIF et de BMP2 dans les cellules ES (Jin et al., 

2010 ; Rajasingh et al., 2007) . L 'activation de P38 est aussi essentielle à l'obtention de 

myocytes de type cardiaque ou squelettique dans le protocole de différenciation à base d'OT 

puisque l'ajout de l'inhibiteur de la phosphorylation de P38 (le SB203580) inhibe la 

myogenèse, que l'addition se fasse de façon précoce ou tardive (non montré). L'üù1ibition de 

P38 durant la période d'agrégation des cellules ES inhibe aussi la différenciation spontanée 

en cellules cardiaques et de muscle squelettique (A ouadi et al., 2006b ; Barruet et al., 2011 ; 

Wu et al., 201 0) de même que la différenciation cardiaque des cellules P 19 induite par le 

DMSO (Davidson et Morange, 2000; Enarsson et al., 2002). 

L'ajout d'atRA dans la même fenêtre temporelle que l'OT (OT+atRAE), un ajout qui 

inhibe la myogenèse, induit une forte diminution de p-ERK1 /2 de J2 à J4. Par contre, l'ajout 

d'AR de façon tardive (OT +atRAL), qui stimule la différenciation en SKM, ne permet pas 

une diminution aussi drastique de p-ERK1 /2 (Fig 9.4). L'utilisation du BCI, un stimulateur 

indirect de la phosphorylation de ERK2 (Molina et al., 2009) parce qu 'il inhibe la 

phosphatase Dusp6, contrecarre l'effet inhibiteur de OT+RAL sur p-ERKl/2 et augmente 

légèrement la différenciation cardiomyogénique (Fig. 9.5). Dans les cellules ES, qui se 

différencient de façon spontanée en CM, l' inhibition de ERKl/2 n'a pas d' impact sur le 
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rendement en cellules de muscle cardiaque (Bost et al., 2002) contrairement aux cellules P 19 

où l'inhibition de ERK.l /2 inhibe la différenciation cardiomyogénique (Eriksson et Leppa, 

2002). Il serait intéressant de comparer les niveaux endogènes initiaux de p -ERK.l/2 dans les 

deux types cellulaires. 

Très peu d'études ont montré l'impact de rétinoïdes sur les MAPK dans la différenciation 

cellulaire. L'impact de l'AR et l'implication de ERK.l/2 et de P38 dans le protocole 

cardiaque à base d'OT nous amène à nous questionner sur leur action dans un protocole 

mésodermique à plus large éventail de cellules différenciées, en l' occurrence notre protocole 

adipogénique. En plus de générer des adipocytes, l'induction avec l'atRA dans le protocole 

adipogénique permet d'obtenir des myocytes, de type squelettique principalement (Fig. 8.4). 

Durant cette période d'induction (J2 à J5), on observe aussi une diminution de la 

phosphorylation de ERK.l/2 et une augmentation de celle de P38 (Fig. 8.5). Des niveaux de 

phosphorylation similaires sont observés avec le LG268, aussi promoteur de la myogenèse 

(Fig. 8.4 et 5). Par contre, l'utilisation du TTNPB comme inducteur dans le protocole 

adipogénique inhibe la myogenèse. Cette inhibition est accompagnée par une diminution de 

p-ERK.l/2 et contrairement au cas de l'atRA, n'a pas d' effet sur la phosphorylation de P38 

(fig. 8.5). De ces résultats, on peut penser qu'une plus grande phosphorylation de P38 est 

favorable à la myogenèse et qu'une plus grande déphosphorylation de ERK y est défavorable. 

Cela irait dans le sens des résultats obtenus avec des inhibiteurs de ERK et P38 dans le 

protocole cardiaque à base d'OT. 

Par contre, notre observation qu'atRA diminue les niveaux de p-ERK.l/2 va à l'encontre 

d'autres travaux. Ainsi, l'agrégation des cellules en présence de 10-7 M d' AR, induit une 

activation rapide (à l'intérieur de quelques heures) de ERK.l/2 dans les cellules Pl9 (Reffas 

et Schlegel, 2000) et les cellules ES (Bost et al. , 2002). Deux éléments peuvent expliquer la 

différence entre ces résultats et nos travaux. Premièrement, nous avons utilisé l'AR à une 

concentration plus élevée (10-6 M vs 10-7 M). Deuxièmement, nous avons analysé les niveaux 

de phosphorylation de ERK.l /2 après 24h plutôt qu 'après quelques heures. Il est possible 

qu 'une activation rapide de ERK. l/2 ait eu lieu dans nos différenciations. 
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Contrairement à nos attentes, l'ajout de l'inhibiteur de la voie de ERKl/2 à l'atRA entre 

les J2 et 5 du protocole adipogénique n'inhibe pas la différenciation myogénique. Plutôt, il 

augmente fortement la squelettomyogenèse et légèrement la cardiomyogenèse (Fig. 8.6). Il 

est possible que la présence de cellules musculaires s'explique par le fait qu'il y ait déjà eu 

une augmentation de p-ERKl/2 à Jl et J2 de la formation des corps embryoïdes en absence 

d'agent inducteur (Fig. 8.5) et que cette augmentation soit suffisante pour stimuler la 

détermination myogénique. Comme pour l'inhibiteur de la voie de ERK1/2, l'ajout de 

1' inhibiteur de la voie de P3 8 n'inhibe pas mais augmente la myogenèse des cellules P 19. La 

concentration de l'inhibiteur pharmacologique de P38, le SB203580, pourrait être un élément 

d'explication. En effet, à une concentration supérieure à 15 f!M, le SB203580 inhibe la 

différenciation cardiomyogénique de cellules ES humaines, mais à une concentration 

inférieure à 10 f!M, il stimule cette même différenciation (Graichen et al., 2008 ; Kempf et 

al., 2011 ). En ayant travaillé à 10 f!M de SB203580, nous aurions aussi stimulé la myogenèse 

des cellules P19, plus patiiculièrement la squelettomyogenèse. 

L'AR et l'OT influencent chacun la phosphorylation de MAPK et, réciproquement, leur 

action mésodermique est influencée par des modulateurs pharmacologiques de ces kinases. 

Le sens des influences peut différer comme le montre le tableau 1 0.1. Les inhibiteurs 

PD98059 et SB203580 augmentent la myogenèse induite par l'atRA mais inhibent celle 

induite par OT. Les cultures induites selon le protocole adipogénique et selon le protocole 

cardiaque classique ne sont peut-être pas au même stade de différenciation (ou de 

signalisation) au moment où on ajoute les inhibiteurs de ERK et P38, ce qui pourrait 

expliquer les actions duales de ces inhibiteurs. Ainsi, des études ont montré que l'activation 

de P38 stimule l'expansion de cellules progénitrices du muscle squelettique aux dépens de 

leur différenciation (Gillespie et al., 2009 ; Kook et al., 2008 ; Napolitano et al., 1991) et 

l'inhibition de ERK stimule la maturation de myoblastes (FaVl·eau et al., 2008). Les actions 

de ERK et de P38 pourraient dépendre de l'inducteur de différenciation et d'une fenêtre 

temporelle d' intervention. 
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Tableau 10.1 Comparaison de rendements myogéniques dans le modèle cellulaire P19 

Protocole Traitement Rendements 

Adipo (Chap. VIII) RA+PD versus RA SKM+, CM+ 

RA+SB versus RA SKM+, CM~ 

Cardio (Chap. IX) OT +PD versus OT SKM-, CM-

OT +SB versus OT SKM-, CM-

OT+RAE versus OT SKM-, CM-

OT +RAL versus OT SKM+, CM+ 

OT+BCI+RAL versus OT SKM+, CM++ 

Les symboles +, -, ~ indiquent un rendement accru, diminué ou non 
changé respectivement. 

L'impact myogénique des inhibiteurs de ERK et de P38 en présence d'atRA pourrait aussi 

être expliqué par l'action non-génomique de l'AR. Elle impliquerait l'existence de RAR ou 

de RXR à la membrane plasmique. En effet, des études ont montré qu'il existe des RARa à la 

surface de certaines cellules (Alsayed et al., 2001 ; Piskunov et Rochette-Egly, 2011) et que 

la liaison de l'AR à cette sous-population de récepteurs induit rapidement l'activation de P38 

ou de la voie phosphatidylinositol-3-kinase (PI3)-ERK avec des répercussions sur 

l'assemblage des complexes de transcription (Bruck et al., 2009; Masia et al., 2007). La voie 

non-génomique de l'AR implique l'association de RARa avec la protéine G alpha Q (Gaq) 

au niveau des membranes plasmiques dans des domaines enrichis en molécules de 

signalisation (les radeaux lipidiques ou lipid rafts) telles que les récepteurs couplés à des 

protéines G, les protéines G hétéromériques ou la famille des Rho GTPases (revue dans 

Piskunov et Rochette-Egly, 20 11). Dans la différenciation cardiaque des cellules P 19, l'atRA 

pmiagerait des voies de signalisation avec l'OT puisque l'utilisation d 'OTA inhibe la 

différenciation cardiaque induite par l'AR (Jankowski et al., 2004). Il serait intéressant 

d'approfondir davantage l'implication de RAR/RXR de la membrane plasmique dans cette 

différenciation, le récepteur de l'OT (OTR) étant un membre de la famille des récepteurs 

couplés à une protéine G (Devost, Wrzal et Zingg, 2008). Il serait aussi intéressant de vérifier 

l'impact d'autres rétinoïdes (agonistes et antagonistes spécifiques des RAR ou des RXR) sur 

cette voie non-génomique de l'AR. Le tableau 10.1 montre aussi que l'ajout tardif de l'AR et 

l'association d'un activateur de la voie ERK (le BCI) augmentent le rendement myogénique 

de l'OT. 
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L'importance des MAPK ERKl/2 et P38 dans la différenciation mésodermique, plus 

particulièrement dans l'obtention de CM, peut inspirer des stratégies de criblage pour trouver 

plus rapidement des petites molécules susceptibles d'induire une différenciation des cellules 

souches de type embryonnaire. Ainsi, dans un premier criblage, des molécules, incluant des 

rétinoïdes, pourraient être testées p·our leur effet sur la phosphorylation d'ERK et de P38 

durant la période d'induction sans avoir à attendre l'apparition des phénotypes différenciés. 

Suite à cette première sélection, les molécules ayant démontrées une action sur ces MAPK 

pourront être analysées pour leur efficacité à générer des CM en variant leur concentration 

dans le milieu de culture cellulaire ainsi que la fenêtre temporelle d'application. 

La fenêtre temporelle d'ajout de l'AR est importante pour l'obtention d'un phénotype 

musculaire squelettique. Nous obtenons un meilleur rendement en SKM lorsque AR est 

ajouté de façon tardive. L ' AR diminue la phosphorylation de ERK aussi bien dans le 

protocole adipogénique que dans le protocole cardiaque à base d'OT. L'ajout de l'inhibiteur 

de la voie ERK (PD98059) dans le protocole cardiaque inhibe la différenciation musculaire 

comme le fait l'ajout précoce de l'AR. Par contre, ce résultat vient en contradiction avec le 

protocole adipogénique où l'ajout de l'inhibiteur de la voie ERK augmente les rendements 

myogéniques. Il semble que la phosphorylation de ERK doive être stimulée au début de la 

période d'induction puis diminuée vers la fin de cette même période, comme par exemple par 

l' ajout d'AR, pour favoriser de bons rendements myogéniques. 

10.5 Autres perspectives 

La différenciation des cellules souches embryonnaires (ou leurs semblables, les cellules 

IPS) peut être exploitée dans différentes avenues aussi variées que le développement de 

thérapies cellulaires ou la conception de modèles de culture pour étudier le développement 

d' organes. Les cellules souches différenciées peuvent aussi être utilisées pour valider 

l'efficacité et la sécurité des médicaments, en complément ou en remplacement de modèles 

animaux, de cultures de cellules primaires ou de cultures de lignées cellulaires. Les CM 

dérivés de cellules souches auraient une uti lité pertinente dans cette optique compte tenu que 

la mort par cancer est de plus en plus répandue dans une population vieillissante et que les 
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médicaments antitumoraux montrent une toxicité cardiaque (Monsuez et al., 2010 ; 

Zimmermann, 2011). Idéalement, le milieu de culture doit être mieux contrôlé. Le sérum, qui 

induit trop de variation d'un lot à l'autre, devrait être remplacé par un milieu synthétique de 

composition définie. 

L'amélioration des rendements de différenciation passera probablement par un mimétisme 

de l'environnement in vivo du phénotype mature. Nous avons effectué une étude préliminaire 

sur un support de culture tridimensionnel (3D) en collaboration avec les équipes des Drs 

Mircea-Alexandru Mateescu et Isabelle Marcotte (UQAM). Nous avons découvert qu'il est 

possible de cultiver les cellules P19 dans des éponges de fibroïne, une protéine de la soie 

(Annexe II). La fibroïne offre un matériel bio-compatible pour diverses applications 

thérapeutiques. La concentration en NaCl lors de la formation des éponges permet d'en 

contrôler la porosité. Les porosités obtenues ont permis une distribution en profondeur des 

cellules P19 dans les éponges ainsi que la formation d'agrégats cellulaires essentiels à la 

différenciation (Byette et al., 2011). Les cellules ont montré une très bonne viabilité. Il serait 

intéressant de mesurer les rendements de différenciation dans ces supports. Notons que des 

matériels "cellularisés" pourraient mieux assurer le succès d' implantations cellulaires que des 

suspensions de cellules libres. 

La culture en hypoxie de cellules souches est une autre stratégie d'intérêt dans la 

différenciation cellulaire. Les cellules souches de l' embryon (Okazaki et Maltepe, 2006), les 

MSC de la moelle osseuse (Grayson et al., 2007) et les cellules du coeur infarci connaissent 

des conditions pauvres en oxygène in vivo . Le facteur de transcription inductible de l'hypoxie 

alpha (HIFa) peut être un substrat d'ERK2 dans des cellules cancéreuses du sein. De plus, 

l' hypoxie de plusieurs lignées de cellules cancéreuses induit une activation des MAPK 

ERKl/2 et P38 (Michiels et al., 2001). L'inverse est aussi possible, ERKl/2 et P38 peuvent 

activer HIF-1 (Minet et al., 2001). Des études exploratoires réalisées avec l' équipe du Dr 

Borhane Annabi (UQAM) montrent que des MSC de souris transfectées avec le gène de la 

protéine HIFa (MSC-HIF) ont une augmentation des ARNm des marqueurs myogéniques 

cTpnl et MyoD ainsi qu'une diminution du marqueur adipogénique LPL lorsque comparées 

avec les cellules transgéniques témoins i.e. non transfectées avec le gène HIFa (MSC-AP2) 
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(Atmexe III). Nous postulons que cette augmentation des marqueurs myogéniques pourrait 

être en pattie reliée à une augmentation de p-ERK.l/2 dans les cellules HIFa. Lorsque les 

MSC-HIFa sont mises en présence d'OT pour 24h, elles montrent une augmentation de 

l'expression de la protéine cTpn.I par rapp01t aux MSC non transfectées. Un phénomène 

similaire se produit avec l'AR qui augmente la présence de la protéine MyoD dans les MSC

HIFa (Annexe III). 

10.6 Conclusion 

Pour la première fois nous montrons la différenciation des cellules P 19 en adipocytes 

induite par l'AR. Le phénotype adipocytaire est accompagné de myocytes cardiaques et 

squelettiques. Les rendements des trois types cellulaires sont influencés par l'utilisation 

d'analogues de l'AR et sont associés à des différences du taux de phosphorylation des MAPK 

ERK et P38. Une activation des voies RAR est anti-myogénique et pro-adipogénique sauf 

dans le cas où cette activation est réalisée tardivement après une induction avec l'OT, 

soulignant ainsi l'action déterminante d'OT dans la myogénèse. Dans ce dernier cas, 

l'activation des voies RAR stimulent la squelettomyogénèse. Contrairement à l' activation des 

voies RAR, celle des voies RXR est permissive pour les trois phénotypes mésodermiques. 

L'induction des cellules Pl9 avec la combinaison "OT + l'activateur BCI de ERK + RAL" a 

plus que doublé le rendement cardiomyogénique par rapport à OT utilisée seule; des SKM 

sont aussi présents dans les cultures pour les deux conditions. D'autre part, ERK et P38 sont 

positivement impliquées dans l'action myogénique d'OT puisque cette action est inhibée par 

des inhibiteurs de ces kinases. Les petites molécules telles que les rétinoïdes et les 

modulateurs pharmacologiques des MAPK offrent des outils prometteurs pour la 

compréhension et le contrôle des mécanismes de différenciation cellulaire. Des rétinoïdes 

potentiellement morphogéniques pourraient être sélectionnés selon leur capacité à agir sur les 

MAPK durant la période d' induction de la différenciation. Des études supplémentaires sont 

nécessaires pour comprendre l' intersection des voies de l'AR et des MAPK dans la 

différenciation mésodermique. 



ANNEXE 1: IMPACT DES RETINOÏDES DANS LA DIFFERENCIATION 

NEURONALE DES CELLULES P19. 

La fenêtre d' induction joue un rôle important dans la différenciation cardiaque à base 

d' ocytocine (OT). L' ajout d' ac ide tout-trans rétinoïque (atRA) au jour zéro (JO) de la période 

d ' induction avec I'OT inhibe fortement la différation myogénique . Par contre, si l' atRA est 

ajouté seulement au J2, la myogenèse est de nouveau possible et ce sont des SKM qui sont 

principalement obtenus. Nous avons analysé l' impact de la fenêtre d' induction dans un autre 

protocole de différenciation, la différenciation neuronale. Ce protocole est décrit dans 

(Ducharme et al. 20 1 0; La plante et al. 2004). Les cellules P 19 ont été cultivées en suspension 

pendant quatre jours pour permettre la formation d' agrégats. L'atRA (ou un autre rétinoïde) a 

été ajouté au JO ou au J2 de la période d' induction. Les cellules ont été ensuite individualisées 

par trypsinisation des agrégats et cultivées en monocouches pendant 48h dans un milieu 

Neurobasal supplémenté. 

L' atRA, le TTN PB (agoniste des RAR) et le LG268 (agoniste des RXR) induisent la 

différenciation neuronale lorsqu ' ils sont ajoutés au JO de la période d' induction. La présence 

de neurites (Fig. A. l A) et de la (3III-tubuline (un marqueur neuronal) (Fig. A. ! B) indique la 

présence de neurones. Le TTNPB induit la différenciation neuronale des cellules P 19 dans un 

rendement similaire à celui de l'atRA; le LG268 est aussi neurogénique mais à un moindre 

degré (Fig. Al A et B). Il n'y a pas de génération de neurones lorsque les rétinoïdes sont 

ajoutés seulement à partir du J2 de la période d ' induction. Le protocole ad ipogénique 

implique aussi l' ajout de l'atRA seu lement à partir du J2 . L' analyse de la (3III-tubuline dans 

ce protocole montre peu ou pas d'expression de cette protéine quelque soit le rétinoïde utilisé 

(Fig. A.l C). 

Références : 

Laplante, 1. , R. Beli veau et J. Paquin. 2004. «RhoA/ROCK and Cdc42 regulate cell-cell contact and N
cadherin prote in leve! during neurodetermination of P 19 embryonal stem cells». J Neurobiol, vol. 60, no 3, p. 
289-307. 

Du ch ann e, P., D. Maltais, D. Desroches, M. A. Mateescu et J. Paquin. 20 1 O. «Cerul op lasmin- induced 
aggregation of P 19 neurons involves a serine protease activity and is accompanied by reel in cleavage». 
Neuroscience, vo l. 167, no 3, p. 633-643. 
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Figure A.l Importance de la fenêtre d'induction dans la différenciation neuronale. Les 
cel lules P 19 ont été différenciées en neurones avec 1 o-6 M d ' atRA (TTNPB ou LG268) 
comme agent inducteur. L' agent inducteur a été présent de JO à J4 ou de J2 à 14, et les 
cultures ont été ana lysées à J6 . (A) Micrographies. Les fl èches pointent vers des neurites. (8) 
Immunobuvardage de la f3III-tubuline. (C) Le rendement neuronal est comparé entre le 
protocole neuronal (Neuro) et le protocole adipogénique (Adipo) par immunobuvardage de la 
f3III-tubuline. Le traitement D0-4 est sgnificativement différent du traitement 02-4 
correspondant (#), et le traitement indiqué est significativement différent du traitement 
Neuro/atRA D0-4 (*) (p<0,05). 



ANNEXE II: CULTURE DE CELLULES P19 DANS DES EPONGES 

DE FIDROÏNE DE SOIE 

L'intérêt grandi$sant envers l'ingénierie tissulaire porte les chercheurs à s' intéresser à la 

culture des cellules dans des matrices en trois dimensions (3D). Ces matrices doivent être de 

structure poreuse afin de mimer les matrices extracellulaires des organes et permettre la 

migration, l'adhérence et la prolifération cellulaires. En collaboration avec les équipes des 

Drs Mircea-Alexandru Mateescu et Isabelle Marcotte (UQAM), des éponges de protéines de 

soie, préparées par Frédéric Byette, ont été réalisées en variant deux paramètres : la 

température de congélation et la concentration de NaCl. Des cellules P 19 ont été marquées 

avec le 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE; Sigma, Oakville, ON, 

Canada) puis déposées au-dessus des éponges pré-équilibrées avec du milieu complet, et 

mises en culture pour 24h. Les éponges contenant les cellules P 19 ont par la suite été 

incubées avec une solution d ' iodure de propidium (IP), avant d 'être analysées en microscopie 

confocale pour apprécier la viabilité cellulaire. Les cellules vivantes ne laissent pas entrer l' IP 

et exhibent la fluorescence verte du CFSE. Les cellules m01ies laissent entrer l' IP et exhibent 

alors une fluorescence rouge ou jaune dépendamment des quantités de CFSE et d ' IP 

présentes dans la cellule. L'IP colore aussi la fibroïne de l'éponge. 

Peu importe la concentration en NaCl et la température de congélation de la fibroïne de 

soie, les cellules P 19 sont viables (Fig. A.2) . Pour mesurer la pénétration des cellules dans les 

éponges nous avons fait de la reconstitution en 3D d ' images de microscopie confocale en 

utilisant un code couleur de la fluorescence du CFSE en fonction de la profondeur (Fig. A.3). 

Ainsi, la Fig. A.3 montre que les nombreuses cellules vues pour l'éponge -73°C/O mM NaCI 

de la Fig. A.2 sont situées à la surface (Fig. A.3 a). Au contraire, le nombre moins grand de 

cellules observé pour les éponges -22°C/50 mM NaCl et -73°C/50 mM NaCI à la Fig. A.2 

s'explique par une colonisation en profondeur (Fig. A.3 b etc). Les cellules PI9 ont aussi une 

tendance à former des agrégats sur les microvilosités retrouvées sur et dans les éponges. Ce 

résultat est intéressant puisque l' agrégation des cellules de type embryonnaire est importante 

pour permettre la différenciation en de nombreux types cellulaires comme des myocytes. 
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Figure A.2 Images confocales de surface d'éponges de fibroïne ensemencées avec des 
cellules P19. Diverses éponges ont été obtenues en variant la température de congélation et la 
concentration de Na Cl. Des cellules P 19 préalabl ement marquées avec le CFSE ont été 
déposées à leur surface. Avant l'observation en microscopie confocale, les systèmes cellules 
éponges ont été marqués avec l'IP. Cette fi gure est tirée de 1 'article de (Byette et al., 2011) 
dont le résumé est présenté à la page 166. 
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Figure A.3 Reconstruction 3D d'images confocales d'éponges de fibroïne colonisées avec 
des cellules P19. Les cellules ont été marquées avec le CFSE avant l'ensemencement sur les 
éponges. La fluorescence du CFSE est montrée selon une échelle de couleur qui indique la 
profondeur atteinte par les cellules dans 1 'éponge. Ainsi , le bleu indique des cellules 
demeurées à la surface. Les éponges montrées sont celles des conditions -73°C/O mM NaCl 
(a), -73°C/50 mM NaCl (b) et -22°C/50 mM NaCl (c) . Cette figure est tirée de l'article de 
(Byette et al., 2011 ) dont le résumé est présenté à la page 166. 
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Abstract The morpho1ogy of freeze-dried silk fibroin 3D-scaffolds was modified 
by varying both the NaCI concentration and the freezing temperature of the silk 
fibroin solution prior to lyophilization. Scanning electron micrographs showed that 
slow freezing at -22 °C generated sponge-like interconnected porous networks, 
whereas fast freezing at -73 oc formed stacked leaflet structures. The presence of 
millimolar NaCl (50-250 mM) increased the porosity of the scaffolds and generated 
small outgrowths at their surface, depending on the freezing regime. Our results 
suggest that the morphological. differences seen between the materials likely depend 
on ice and NaCl hydrate crystal nucleation and growth mechanisms. Infrared 
spectroscopy and X-ray diffraction analyses revealed that the salt concentration and 
frcezing conditions induced no structural changes in fibroin. The seeding of Pl9 
embryonic carcinoma cells showed that the presence of salt and freezing conditions 
intluenced the cell distribution into the scaffolds with salt addition increasing the 
access of cells to deeper regions . 
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ANNEXE III: IMPACT DE HIF-la. SUR DES MARQUEURS MYOCYTAIRES ET 

ADIPOCYTAIRES DANS DES CELLULES MSC. 

Des cellules souches adultes sont retrouvées dans plusieurs organes composant le corps. 

Ces cellules souches permettent le ma intien des fo nctions de l'organe où elles sont retrouvées 

et sa régénération le cas échéant. Lorsque ces cellules sont extra ites de l' organe (sorties de 

leur niche), leur spectre de di fférenciation est souvent lim ité aux phénotypes ce llulaires 

composant l'organe de leur provenance. Pour cette raison, les chercheurs tentent de recréer in 

vitro, dans les cultures de cellules souches, les conditions qui existent in vivo. Les cellules 

souches mésenchymateuses (MSC) de la moelle osseuse sont naturellement dans des 

conditions hypoxiques. Des ce llules MSC de souris ont été transfectées avec le gène du 

facteur induct ible de l' hypoxie (MSC-HIF) pour recréer l' état cellulaire de réponse à 

1 ' hypoxie. Des cellules MSC témoins ont été transfectées avec le même vecteur sans 

l' insersion du gène de HlF (MSC-AP2). Cette étude a été réali sée en collaboration avec 

l' équipe du Dr Borhane Annabi (UQAM), en patiicul ier avec Sébastien Proulx-Bonneau. 

L'analyse de la prolifération cellulaire avec le crystal violet (Fig. A.4 A) montre que les 

MSC-Hl F sont sensibles aux rétinoïdes puisq ue l' ac ide tout-trans rétinoïque (atRA), 

l'agoniste des RAR (TTN PB) et l' agoniste des RXR (LG268) diminuent la pro lifération 

cellulaire. Les MSC-HIF montrent aussi une augmentation de l' ARN m et de la proté ine des 

marqueurs myocytaires MyoD (squelettomyogenèse) et cTpnl (cardiomyogenèse) et une 

dim inution de l' ARNm de la lipoprotéine-lipase (LPL, un marqueur adipocytaire) et cela, en 

absence d' inducteur (Fig A.4 B). L' util isation de l'ocytocine (OT) comme agent inducteur 

pendant 24h fa it augmenter les niveaux protéiques de la cTpnl dans les cellules MSC-HIF 

a lors que l'atRA fait augmenter ceux du facteur de transcription MyoD (Fig. A.4 C). Les 

analogues d 'atRA n'ont pas eu d' effet sur l' expression des marqueurs . 
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Figure A.4 Impact de I'OT et des rétinoïdes sur des MSC de souris. Des cellules MSC 
ont été transfectées pour HIF-1a (MSC-HIF) ou avec un vecteur témoin (MSC-AP2) . (A) 
Analyse de la prolifération cellulaire par coloration avec le crystal violet après que les 
cellules aient été cultivées pendant 24h en présence d'ocytocine ( 10·7 MOT) et des rétinoïdes 
(10.6 M) atRA, TTNPB (agoniste des RAR), LG268 (agoniste des RXR), LG815 (antagoniste 
des RAR) et LG208 (antagoniste des RXR). Analyses par (B) qPCR et (C) 
immunobuvardage de marqueurs myocytaires et adipocytaires. (#) indique une différence 
significative par rapport à la condition non induite (NI), et (*) la réponse des MSC-HIF est 
significativement différente de celle des MSC-AP2 pour la même condition (p<0,05) . 
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