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RESUME :

Introduction : Traditionnellement associée a la reproduction féminine, I'ocytocine (OT),

une hormone peptidique synthétisée par les noyaux paraventriculaire et supraoptique de
I'hypothalamus et sécrétée par 1'hypophyse postérieure (neurohypophyse), a été récemment
revue et a été démontrée avoir plusieurs nouveaux roles dans le systéme cardio-vasculaire.
En effet, notre laboratoire a montré que I’OT peut induire la différenciation des cellules
souches embryonnaires (CSE) en cardiomyocytes (CM) fonctionnels. A I’aide du modéle
cellulaire embryonnaire carcinomateux de souris P19, il a ét¢ démontré que ce processus
survenait suite a la libération de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) dépendante
du monoxyde d’azote. De méme, il est connu que le peptide natriurétique auriculaire (ANP),
un peptide produit, stocké et sécrété par les myocytes cardiaques, peut aussi induire la
production du GMPc. De nombreuses études ont démontré que le coeur ayant subi un
infarctus pouvait €tre régénéré a partir d’'une population isolée de cellules souches et
progénitrices transplantées. Une de ces populations de cellules, fréquemment isolées a partir
d'organes provenant d'animaux aux stades de développement embryonnaire et adulte,
appelée « Side Population » (SP), sont identifiées par cytométrie en flux (FACS) comme
une population de cellules non marquées par le colorant fluorescent Hoechst 33342 (Ho).
Les cellules SP expriment des protéines de transport spécifiques, de la famille ATP-binding
cassette, qui ont pour rdle de transporter activement le colorant fluorescent Ho de leur
cytoplasme. La sous-population de cellules SP isolée du cceur affiche un potentiel de
différenciation cardiaque amélioré en réponse a un traitement avec I’OT. Récemment,
I'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des CSE a été mise en évidence, et cela a été
corrélé avec la présence de sous-populations cellulaires ressemblant beaucoup aux cellules
SP issues du cceur. Puisque I’ANP peut induire la production du GMPc et qu’il a été
démontré que la différenciation cardiaque était médiée par la production du GMPc, alors
nous émettons 1'hypothese selon laquelle I’ ANP pourrait induire la différenciation cardiaque.
Etant donné que les CSE sont composés d’un mélange de différents types cellulaires alors
nous émettons aussi 1I’hypothése selon laquelle 1’utilisation d’une sous-population de CSE

plus homogene renforcerait le potentiel de différenciation de 'ANP.



Méthodes : Les SP ont été isolées des cellules P19 par FACS en utilisant la méthode
d’exclusion du colorant fluorescent Ho. Puis, leur phénotype a été caractérisé par
immunofluorescence (IF) pour les marqueurs de 1’état indifférencié, d’auto-renouvellement
et de pluripotence octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) et stage-specific
embryonic antigen-1 (SSEA1). Ensuite, la dose pharmacologique optimale d’ANP a été
déterminée via des tests de cytotoxicité sur des cellules P19 (MTT assay). Pour induire la
différenciation en cardiomyocytes, des cellules a 1’état de sphéroides ont été formées a 1’aide
de la technique du « Hanging-Drop » sous la stimulation de I’ANP pendant 5 jours. Puis, des
cryosections ont été faites dans les sphéroides afin de mettre en évidence la présence de
marqueurs de cellules cardiaques progénitrices tels que GATA4, Nkx2.5 et un marqueur
mitochondrial spécifique Tom22. Ensuite, les cellules SP P19 ont été¢ stimulées dans les
sphéroides cellulaires par le traitement avec de 'ANP (10”7 M) ou de I’OT (107 M), de
I’antagoniste spécifique du guanylate cyclase particulé (GCp) A71915 (10° M), ainsi que la
combinaison des inducteurs OT+ANP, OT+A71915, ANP+A71915. Aprés la mise en
culture, la différenciation en cardiomyocytes a été identifi¢ par I’apparition de colonies de
cellules battantes caractéristiques des cellules cardiaques, par la détermination du phénotype
cellulaire par IF, et enfin par I’extraction d'ARN et de protéines qui ont été utilisés pour le
dosage du GMPc par RIA, DI’expression des ARNm par RT-PCR et I’expression des

protéines par immunobuvardage de type western.

Résultats : Les sphéroides obtenus a I’aide de la technique du « Hanging-Drop » ont montré
une hausse modeste de I’expression des ARNm suivants: OTR, ANP et GATA4
comparativement aux cellules cultivées en monocouches. Les sphéroides induits par ’ANP
ont présenté une augmentation significative des facteurs de transcription cardiaque GATA4
et Nkx2.5 ainsi qu'un plus grand nombre de mitochondries caractérisé par une plus grande
présence de Tom22. De plus, L’ANP a induit ’apparition de colonies de cellules battantes
du jour 7 (stade précoce) au jour 14 (stade mature) de fagon presque similaire a I’OT.
Cependant, la combinaison de ’ANP avec I’OT n’a pas induit de colonies de cellules
battantes suggérant un effet opposé a celui de I’OT. Par IF, nous avons quantifi¢ (nombre de
cellules positives) et caractérisé¢, du jour 6 au jour 14 de différenciation, le phénotype

cardiaque de nos cellules en utilisant les marqueurs suivants : Troponine T Cardiaque, ANP,



Connexines 40 et 43, I’isoforme ventriculaire de la chaine 1égére de myosine (MLC-2v),
OTR. Les SP différenciées sous la stimulation de I’ANP ont montré une augmentation
significative du GMPc intracellulaire comparé aux cellules non différenciées. A notre
grande surprise, I’antagoniste A71915 a induit une plus grande apparition de colonies de
cellules battantes comparativement & I’OT et ’ANP a un jour précoce de différenciation
cardiaque et I’ajout de I’OT ou de I’ANP a potentialisé ses effets, augmentant encore plus la
proportion de colonies de cellules battantes. De plus, la taille des colonies de cellules
battantes était encore plus importante que sous la simple stimulation de I’OT ou de I’ANP.
Les analyses radioimmunologiques dans les cellules SP P19 stimulés avec I’ANP, A71915
et la combinaison des deux pendant 15min, 30min et 60min a montré que I’ANP stimule
significativement la production du GMPc, cependant A71915 n’abolit pas les effets de
I’ANP et celui-ci au contraire stimule la production du GMPc via des effets agonistes

partiels.

Conclusion : Nos résultats démontrent d’une part que I’ANP induit la différenciation des
cellules SP P19 en CM fonctionnels. D’autre part, il semblerait que la voie de signalisation
NPRA-B/GCp/GMPc soit impliquée dans le mécanisme de différenciation cardiaque
puisque 1’abolition du GMPc médiée par le GCp potentialise la différenciation cardiaque et
il semblerait que cette voie de signalisation soit additive de la voie de signalisation induite
par I’OT, NO/GCs/GMPc, puisque 1’ajout de ’OT a I’antagoniste A71915 stimule plus
fortement la différenciation cardiaque que I’OT ou ’A71915 seuls. Cela suggere que I’effet
thérapeutique des peptides natriurétiques observé dans la défaillance cardiaque ainsi que les
propriétés vasodilatatrices de certains antagonistes des récepteurs peptidiques natriurétiques
inclus la stimulation de la différenciation des cellules souches en cardiomyocytes. Cela
laisse donc a penser que les peptides natriurétiques ou les antagonistes des récepteurs
peptidiques natriurétiques pourraient étre une alternative trés intéressante dans la thérapie

cellulaire visant a induire la régénération cardiovasculaire.

Mots-clés : Ocytocine, ANP, cellules souches, différenciation, cardiomyocytes, P19,

cardiomyogenese, induction, Side Population, Hoechst 33342, GMPc.



Vi

ABSTRACT :

Introduction: Traditionally associated with female reproduction, oxytocin (OT), a peptidic
hormone synthesized in the paraventricular and supraoptic nuclei of the hypothalamus and
secreted by the posterior pituitary (neurohypophysis), was revisited recently and was
revealed to have several new roles in the cardiovascular system. Indeed, our laboratory has
shown that OT can induce the differentiation of embryonic stem cells (ESC) into functional
cardiomyocytes (CM). On the model of embryonal carcinoma cell line P19, it has been
shown that this process occurs following the release of cyclic guanosine monophosphate
(cGMP)-dependent nitric oxide. Similarly, it is known that atrial natriuretic peptide (ANP), a
peptide produced, stored and secreted by cardiac myocytes, can also induce the release of
cGMP. However, the cellular mechanisms involved in cardiac differentiation are still poorly
understood. Numerous studies have shown that the injured heart can be regenerated from an
isolated population of transplanted stem and progenitor cells. One of these cell populations,
frequently isolated from embryonic and adult animal organs, called "Side Population" (SP),
is characterized by active efflux of the fluorescent dye Hoechst 33342 (Ho). SP cells express
specific ATP-binding cassette transporter proteins which actively transport Ho out of their
cytoplasm. The SP cell subpopulation isolated from the heart display enhanced
differentiation potential into cardiac phenotype in response to OT treatment. Recently, the
phenotypic and functional heterogeneity of embryonic stem cells has been demonstrated,
and this was correlated with the presence of cell subpopulations much like the SP cells from
the heart and these cells can be identified by flow cytometry (FACS) as a population of
unmarked cells by the Ho and which exhibit sensitivity to the inhibitor of the family of
ATP-binding cassette ABC, verapamil. Thus, the SP from ESC could be a good candidate to
induce cell differentiation more effectively to the cardiac phenotype. Since ANP can induce
the release of cGMP and it has been shown that cardiac differentiation was mediated by the
release of cGMP through the nitric oxide (NO), then we therefore formulate the hypothesis
that ANP could also induce cardiac differentiation. Since ESC are composed of a mixture of
different cell types so as we emit the hypothesis that the use of a subpopulation of more

homogeneous ESC strengthen the differentiation potential of ANP.
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Methods: SP were isolated from P19 cells by FACS using the method of exclusion of
fluorescent dye Hoechst and their phenotype was characterized by immunofluorescence (IF)
for markers of the undifferentiated state, self-renewal and pluripotency OCT4 and SSEAI.
Then, the optimal pharmacological dose of ANP was determined via cytotoxicity tests in
P19 cells (MTT assay). For cardiac differentiation, cells in the form of spheroids were
formed using the technique of "Hanging Drop" under the stimulation of ANP for 5 days.
Then cuts were made in the spheroids via cryosection to highlight the presence of cardiac
progenitor cell markers such as GATA4, Nkx2.5 and a specific mitochondrial marker
Tom?22. Next, the P19-SP cells were stimulated in cell spheroids by the treatment with ANP
(107 M) or OT (10”7 M), the specific antagonist of particulate guanylate cyclase A71915
(10° M), and the combination of the inducers OT + ANP, OT + A71915, A71915 + ANP.
After cell plating, the differentiation into cardiomyocytes has been identified by the
appearance of beating cell colonies characteristics of contractile cardiac cells, by
determining the cellular phenotype by IF, and finally by the extraction of RNA and proteins
that were used for the determination of cGMP by RIA, the mRNA expression by RT-PCR

and protein expression by western blotting.

Results: The spheroids induced by ANP showed a significant increase in the presence of
cardiac transcription factors GATA4 and Nkx2.5 as well as a greater number of
mitochondria characterized by a greater presence of Tom22 compared with no induced cells
suggesting a cardiomyogenic effect of ANP. In addition, ANP induced the appearance of
beating cell colonies from day 7 (early stage) to day 14 (mature stage) similarly to OT.
However, the combination of ANP with OT did not induce beating cell colonies suggesting
a negative additive effect on cardiomyogenesis. The spheroids, obtained using the technique
of "Hanging Drop", have shown a modest increase in mRNA expression as follows: OTR,
ANP and GATA4 compared to cells grown in monolayers. By IF, we quantified (number of
positive cells) and characterized, from day 6 to day 14 of differentiation, the cardiac
phenotype of our cells using the following markers: Cardiac Troponin T, ANP, Connexines
40 and 43, Myosin Light Chain-2V, OTR. The SP differentiated under the stimulation of
ANP showed a significant increase in intracellular cGMP compared with undifferentiated

cells. Surprisingly, the antagonist A71915 induced a greater appearance of beating cell
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colonies compared to OT and ANP in early day of cardiac differentiation and the addition of
OT or ANP potentiated its effects, further increasing the proportion of beating cells colonies.
In addition, the size of beating cell colonies was even greater than under the simple
stimulation of OT or ANP. Radioimmunoassay analysis in SP P19 cells stimulated with
ANP, A71915 and the combination of both during 15min, 30min and 60min showed that
ANP significantly stimulates the release of cGMP, however, A71915 does not abolish the
effects of ANP and it rather stimulates the release of cGMP through partial agonist effects.

Conclusion: Our results demonstrate firstly that ANP induces the differentiation of P19-SP
cells into functional CM. Moreover, it appears that the signaling pathway NPRA-
B/pGC/cGMP seems to be involved in the mechanism of cardiac differentiation since the
abolition of cGMP mediated by the pGC potentiates cardiac differentiation and it appears
that this signaling pathway is additive to the signaling pathway induced by OT,
NO/sGC/cGMP, since the addition of OT to the antagonist A71915 stimulates cardiac
differentiation more strongly than OT or A71915 alone. This suggests that the therapeutic
effect of natriuretic peptides observed in heart failure and vasodilatory properties of certain
natriuretic peptide receptor antagonists included the stimulation of stem cell differentiation
into cardiomyocytes. This would therefore suggest that the natriuretic peptides or natriuretic
peptide receptor antagonists could be an attractive alternative to cell therapy to induce heart

regeneration.

Keywords : Oxytocin, ANP, stem cell differentiation, cardiomyocytes, P19,
cardiomyogenesis, induction, Side population, Hoechst 33342, cGMP.
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CHAPITRE I: INTRODUCTION

Dans le but de découvrir de nouveaux traitements contre I’insuffisance cardiaque, la
recherche biomédicale a essayé pendant des années de préserver la viabilité des
cardiomyocytes restants et d’en améliorer la fonction. Depuis peu, la notion de thérapie
cellulaire est apparue comme une nouvelle possibilité de traitement des maladies cardiaques,
ce qui a permis d’ouvrir un nouvel axe de recherche encore non exploré. Le concept de la
thérapie cellulaire implique la génération de cardiomyocytes (CM) in vitro et par la suite
leur injection dans le muscle cardiaque, le myocarde, dans le but d’en améliorer la fonction.
Ces CM pourraient ainsi €tre obtenus a partir de cellules souches embryonnaires (CSE) ou
adultes (CSA). De nombreuses études nous ont permis d’enrichir nos connaissances sur les
processus de différenciation cardiaque a 1’aide de modéeles animaux in vivo. De nos jours,
différents modeles bien établis de cardiomyogenése in vitro peuvent complémenter les
connaissances que nous avons des mécanismes fondamentaux de différenciation cardiaque.
Parmi ces modéles de cardiomyogenése in vitro, on retrouve les cellules souches
embryonnaires carcinomateuses (CECs) de souris, les CSEs de souris et, depuis peu, les
CSEs humaines. Par ailleurs, des études évoquent 1’existence de cellules souches cardiaques
(CSC) dans le ceoeur adulte suggérant leur potentiel dans la régénération des cellules
cardiaques. Egalement, des études ayant mis en évidence le potentiel de CSAs présentes
dans la moelle osseuse ou le muscle squelettique capable de se différencier en cellules de
phénotypes inattendus posent la question de la possible utilisation de ces cellules pour la
thérapie cellulaire cardiaque. De plus en plus d’évidences tendent de démontrer le role
important que joue l'hormone issue de la neurohypophyse, 1'ocytocine (OT), dans le
développement du cceur et la différenciation des cellules souches en CM fonctionnels [1]. La
découverte du systeme de 1'OT dans le cceur a été¢ associée a la fonction vitale de cette
hormone, a savoir la stimulation du peptide natriurétique auriculaire (ANP) libéré dans la
circulation sanguine. De nombreuses expériences physiologiques ont démontré un lien entre

I'OT e I’ANP dans la  régulation des  fonctions cardiaques  [1].



.1 LE ROLE DU CERVEAU DANS L’HOMEOSTASIE DU CCEUR :

Auparavant, plusieurs groupes ont étudié le role du systéme nerveux central (SNC) dans le
controle de 1'homéostasie des fluides corporels. Au début des années 1950, Anderson et
McCann [2] ont signalé que la micro-injection de solution saline hypertonique dans
I'hypothalamus d’une chévre induisait la polydipsie, un symptdme caractérisé par une soif
excessive. De plus, un effet similaire a été observé suite a la stimulation électrique de la
méme zone cérébrale. Par la suite, Andersson et al. [3] a déterminé que la micro-injection de
solution saline dans le troisiéme ventricule (3V) du cerveau ainsi que dans la partie antéro-
ventrale du troisiéme ventricule (3VAV) induisait une natriurése marquée. De fagon
intéressante, les premiéres études sur les mécanismes impliqués dans le controle de la prise
d'eau, du sel et des aliments, ont été entreprises dans le cerveau. Ainsi, toutes ces études ont
fourni des preuves attestant que la zone 3V fait partie du circuit neuronal impliqué dans la
régulation de la captation de 1'eau et du sodium par les reins ainsi que de leur excrétion. Il a
été démontré que le systetme hypothalamo-neurohypophysaire régulait le maintien de
I'homéostasie des fluides corporels en sécrétant 1’arginine-vasopressine (AVP) et I’OT, en
réponse a des stimuli osmotiques et non osmotiques. Les principaux stimuli responsables de
la sécrétion d’AVP par les noyaux supraoptiques et paraventriculaires de I'hypothalamus
sont: un faible volume sanguin et une hypernatrémie. En raison d’une augmentation
croissante de 1’osmolarité extracellulaire, les osmorécepteurs hypothalamiques induisent la
libération de I’AVP, comme c'est le cas lors de la déshydratation. Cependant, lorsqu’il y a la
détection d’un sous-remplissage artériel, ce sont les barorécepteurs, situés dans 1'oreillette
gauche, le sinus carotidien et la crosse aortique, qui stimulent les neurones dans les noyaux
supraoptiques et paraventriculaires afin de produire I’AVP. Contrairement aux
osmorécepteurs, les barorécepteurs doivent étre inactivés pour stimuler la libération de
I’AVP, et cette inhibition survient aprés une chute de la pression artérielle. En revanche,
aprés une expansion du volume sanguin (BVE), qui active les barorécepteurs, plusieurs
mécanismes neuronaux, comportementaux et hormonaux travaillent de concert d’une part
pour inhiber l'ingestion de I'eau et du sel et d’autre part pour augmenter la natriurése et le

débit urinaire. Les mécanismes impliqués dans la régulation et le controle de ’homéostasie



des fluides corporels n'ont cependant pas €té bien compris, jusqu'a la découverte des
peptides natriurétiques (PNs) qui ont fourni un mécanisme de défense efficace contre la
surcharge de volume a la fois chez les mammifeéres, et y compris chez les humains [4]. Au
cours des années 1960, beaucoup d'attention a été accordé a l'existence éventuelle
d'hormones natriurétiques. L'idée a émergé a partir des expériences de DeWardener et
Clarkson [5], révélant que la natriurése lors d’une BVE survient sans augmentation du taux
de filtration glomérulaire ou des changements dans la sécrétion d'aldostérone. Cela a été
confirmé plus tard par Davis et Freeman [6]. Cort et al. [7] rapporterent la purification d'un
facteur natriurétique d’origine hypothalamique et affirmérent qu'il s'agissait d'un analogue
de I’OT. Par la suite, I’existence d'un facteur natriurétique résidant dans I'hypothalamus a été
confirmée et I’hypothéese selon laquelle ce facteur natriurétique pourrait étre li¢ a I’OT a été
formulée. Plus tard, Morris et al. [8] évaluérent les effets de 1ésions au niveau de 1’éminence
médiane, une région hypothalamique qui matérialise la charniére neurohémale entre
I'hypothalamus et I'hypophyse, sur la natriurése en réponse a I'expansion du volume et a la
stimulation pharmacologique de la zone 3V. En effet, les 1ésions induites au niveau de
I’éminence médiane bloquérent la natriurése et la kaliurése en réponse a l'expansion
volumique et a d'autres stimulations de la zone 3V. De plus, la destruction compléte de
I’éminence médiane interrompit le tractus supraoptique-hypophysaire et, par conséquent,
¢limina la sécrétion des deux hormones neurohypophysaires, AVP et OT. Ces expériences
suggérerent que les 1€sions interrompirent la libération d'hormones natriurétiques impliquées
dans I’induction centralisée de la natriurése. Pourtant, aucune explication ne fut donnée
quant a la fagon dont les fonctions rénales sont régulées. C’est en 1981 que la découverte de
I’ANP, par De Bold et al. [4], apporta un élément de réponse a tous ces phénomenes non
explicables. La découverte des hormones natriurétiques a été précédée par les expériences
pionniéres de Gauer et Henry [9] montrant que la dilatation auriculaire produit une diurése.
Depuis I'Antiquité, il était connu que I’immersion partielle du corps dans 1’eau, sans y mettre
la téte, déclenchait la diurése. Ce phénomene impliquant I’immersion dans I'eau s’expliqua
par la possible augmentation du retour veineux vers le cceur et par la dilatation des
oreillettes, augmentant la libération d’ANP et induisant de ce fait la diure¢se. Les PNs sont

des hormones ubiquitaires exprimées dans de nombreux tissus, y compris le cerveau. Il est



intéressant de noter que la zone du cerveau impliquée dans la natriurése est également riche
en neurones sécrétant I’ANP [10]. Par conséquent, il a été¢ émis 1'hypothése suivante : durant
la stimulation mécanique et pharmacologique de la zone 3VAYV, la libération de 'ANP est
responsable de la diurése et de la natriurése. En effet, il a ét¢ démontré que la stimulation de
la région 3VAYV par le carbachol, un médicament cholinergique, induisait I’effet diurétique
attendu, ainsi qu’une augmentation 25 fois plus grande de la concentration d’ANP
plasmatique, qui était toujours significative aprés 40 min. La stimulation de la région 3VAV
par le carbachol augmenta la teneur en ANP dans plusieurs structures neuronales, comme
I'hypothalamus médian basal, la neurohypophyse et I'hypophyse antérieure, sans aucun effet
sur le contenu de I’ANP dans les poumons ou le cceur. A l'inverse, I’ANP plasmatique
diminua de fagon spectaculaire a la fois a 24h et a 120h apres voir induit des Iésions dans la
zone 3VAV. Les changements du niveau d’ANP plasmatique étaient accompagnés par un
contenu en ANP réduit dans plusieurs structures cérébrales : hypothalamus médian basal,
I’éminence médiane, la neurohypophyse, 1'hypophyse antérieure, le plexus choroide et le
bulbe olfactif [11]. Toutes ces structures dans le SNC, liés a l'eau et a l'équilibre
¢lectrolytique, ont exprimé 1'ANP et ses récepteurs. Toutefois, les niveaux d'ANP retrouvés
dans de tels tissus étaient beaucoup trop faibles pour induire une sécrétion si importante
dans le plasma. Par conséquent, I’hypothése a été émise selon laquelle le contréle neural,
régulant la sécrétion des électrolytes, pourrait étre médié par des hormones natriurétiques
hypothalamiques, d’origine neurohypophysaire, responsables de la libération de ’ANP du
cceur ainsi que de la diurése subséquente. Dans le but d’étayer cette hypothése, le modele de
rat BVE a été utilisé puisqu’il était déja connu que l'expansion du volume est le stimulus le
plus puissant pour induire la libération de I'ANP. Les études sur la stimulation et la
destruction de la zone 3VAYV, le site du péricaryon des neurones de I'ANP, et de I'éminence
médiane, ont indiqué que la participation du SNC est essentielle a la libération de I’ANP en
réponse a une BVE [12]. Au cours de BVE, il a été observé une activation des circuits
neuronaux impliquant les barorécepteurs cardiaque-aortique et rénaux, les synapses
muscariniques et o-adrénergiques, les neurones ANPnergiques et le systeme
sérotoninergique ascendant, conduisant a la libération de I’ANP. Ainsi, le rdle des

barorécepteurs a été évalué dans leur capacité a induire la libération de I’ANP en réponse a



une BVE. En outre, il a ét¢ démontré que I’ANP plasmatique était diminué de manicre
significative 1 semaine apres la déafférentation des barorécepteurs carotidiens-aortiques, et
la réponse a une BVE a été fortement réduite par rapport a des contrdles opérés de maniere
fictive. Des résultats similaires ont été obtenus chez des rats ayant subi une déafférentation
rénale : la libération d’ANP en réponse a une BVE a été supprimée. 1l a été montré qu’une
vagotomie bilatérale n’interférait pas avec la libération de ’ANP en réponse a une BVE.
Ainsi, toutes ces observations ont suggéré que les impulsions émises par les barorécepteurs
carotidiens-aortiques et rénaux sont des voies importantes qui médient la libération de
I’ANP [13]. Suite a cela, il a ét¢ démontré que le blocage des synapses cholinergiques
muscariniques avec de l'atropine sulfate, et des récepteurs a-1 adrénergiques avec la
phentolamine, avant une BVE, suppriment de fagon prononcée la libération d’ANP,
indiquant que les synapses muscariniques et a-adrénergiques sont essentielles a la libération
de I’ANP [14]. Sachant que la région 3VAV recoit une importante source d’afférence
provenant des axones sérotoninergiques ascendants, une BVE a été réalisée chez des rats
dont le noyau du raphé dorsal, site du péricaryon des neurones sérotoninergiques (5-HT), a
¢été détruit par des 1ésions électrolytiques ou appauvri en 5-HT avec I’injection ventriculaire
latérale de la p-chlorophénylalanine, afin de déterminer le réle éventuel du systéme
sérotoninergique [15]. Suite a ce blocage, il a été observé qu’en l'absence du systéme
sérotoninergique, une anti-natriurése se produisait sans qu’il y ait la libération de I’ANP,
suggérant que la voie allant des neurones sérotoninergiques a la région 3VAV participait au
controle de la libération d'ANP induite par BVE ainsi que de la natriurése qui suivait. Parmi
tous les raisonnements pouvant expliquer le phénoméne observé, une voie possible a été
proposée comme ¢tant stimulatrice des neurones sérotoninergiques au sein du systeme
neuronal ANPnergique, qui, par conséquent, pourrait activer les neurones OTnergiques dans
les noyaux supra-optiques projetant leurs axones vers le lobe neural (I’hypophyse
postérieure). Une hypophysectomie et une lobectomie postérieure ont complétement inhibé
la libération de ’ANP en réponse a une BVE, indiquant qu'un facteur originaire de
I'hypophyse postérieure est responsable de la libération de I'ANP [12]. Des études
ultérieures ont démontré que ’injection de I’OT de fagon intrapéritonéale ou en intra-

veineux (i.v) chez des rats n’a pas augmenté seulement I'excrétion de sodium, mais a aussi



de facon concomitante augmenté les concentrations plasmatiques d’ANP [16, 17]. Ainsi, il
est devenu clair que, 'activation du circuit neuronal, en réponse a une BVE, a suscité la
sécrétion de 1’OT, qui par le biais de la circulation sanguine a atteint les oreillettes du cceur,
se liant ensuite aux récepteurs de I’OT (OTR) situés au niveau des oreillettes et qui a
finalement induit la libération de I’ANP du cceur. En effet, ce postulat fut confirmé plus tard
par la preuve de I’existence de I’OT et de son récepteur OTR dans le cceur et dans les gros
vaisseaux [18-20]. La fonctionnalit¢ d’OTR dans le cceur a été démontrée par la capacité de
1'OT a induire la libération de I'ANP a partir de cceurs de rat perfusés [19]. En effet, 1'ajout
de I'OT, a une concentration de 10° M, & un tampon de perfusion, a abouti a la libération
accrue d’ANP. De plus, il a été observé que la fréquence cardiaque était diminuée de
maniere significative pendant la perfusion, et cette baisse était renversée par un antagoniste
de I’OT (OTA). De fagon surprenante, il avait été observé que 1'ajout d’OTA & un tampon de
perfusion inhibait la libération de I’ANP stimulée par I’OT, rendant les niveaux d’ANP
encore plus faible que dans les animaux contrdle et indiquant que I’OT était synthétis¢ dans
le ceeur [18, 21]. C’est suite a toutes ces études que I’implication de I’OT dans la fonction

cardiaque émergea.
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Schéma 1 - Découverte du systéeme de I'ocytocine (OT) dans le cceur.

Des expériences effectuées dans des modeles d’expansion volumique (BVE), chez les
animaux, ont indiqué le role de I'OT dans la libération du peptide natriurétique auriculaire
(ANP). AoBr, barorécepteurs aortiques; ATBr, les barorécepteurs auriculaire; KBR,
barorécepteurs rénaux; NEn, neurones norepinéphrinergiques; DRN, noyau du raphé dorsal;
5-HTN, neurones sérotoninergiques; LC, locus ceruleus; NTS, noyau du tractus solitaire;
ACHn, neurones cholinergiques; ANPn , neurones ANPergiques; ONn, neurones
ocytocinergiques; AP, hypophyse antérieure; PP, hypophyse postérieure; OTR, récepteurs
de l'ocytocine. Image tiré de Gutkowska et al, 2012 [1].



.2 L'IMPLICATION DE L’OCYTOCINE DANS LE PROCESSUS DE
DIFFERENCIATION CARDIAQUE :

C’est en 1956 que la structure et la syntheése de I’OT furent élucidées par Du Vigneaud et ses
colléegues [22]. En effet, cette hormone traditionnellement impliquée dans la contraction
utérine et I’éjection du lait [23] est principalement produite dans les noyaux para-
ventriculaires et les noyaux supra-optiques de l'hypothalamus, et elle est libérée dans la
circulation sanguine a partir des terminaisons nerveuses du lobe postérieur de
I'hypothalamus, ou il est stocké. Des études plus récentes ont montré que I’OT est une
hormone pléiotropique capable d’induire un large éventail d'activités physiologiques. De
plus, la méme proportion de neurones ocytocinergiques a ¢été retrouvée au niveau de
I’hypothalamus chez le méle et la femelle, et le méme stimulus induit la libération de I’OT
chez les deux sexes, ce qui suggere une autre fonction physiologique que son role dans le
systeme reproductif féminin. C’est en 2002 que Paquin et al [24] émirent 1’hypothése d’un
role de I’OT dans la différenciation des CM, puisqu’ils observerent que le systeéme OT était
activé dans le cceur du feetus et du nouveau-né a un stade d'intense hyperplasie cardiaque. En
effet, les premicres expériences qui amenérent a cette hypothése étaient que 1I’OT induisait la
différenciation de la lignée de CEC de souris P19 en CM fonctionnels [24]. Ensuite,
plusieurs études ont tenté¢ de comprendre les mécanismes de la différenciation cardiaque
induite par I’OT. L’intérét pour I’implication de ’OT dans le systéme cardiaque a émergé
des expériences cherchant a comprendre le role du cerveau dans le controle de I'homéostasie
cardio-rénal [25-27]. Ces expériences ont conduit & de nombreuses observations qui sont les
suivantes : I’OT et OTR sont synthétisés dans le cceur humain et le cceur de rat [18-20]; I’OT
exerce la cardio-protection soit directement, soit par l'intermédiaire de la stimulation de
médiateurs tels que les PNs [18, 25] et le NO [28]. Depuis I'étude de Paquin et al en 2002
[24] montrant que I’OT induit la différenciation des CECs P19 en muscle cardiaque
fonctionnel, plusieurs rapports ont confirmé que I’OT stimule la cardiomyogenese dans
différentes lignées de CSE [29-34]. En fait, ’OT peut étre considéré comme un morphogene
myogénique établie [35]. Il a aussi été observé que la cardiomyogenese induite par I’OT

génere également des myocytes squelettiques [28]. 11 est intéressant de constater que la



plupart des facteurs de transcription identifiés a ce jour dans le coeur sont également présents
dans d’autres cellules musculaires, et que la transplantation de myoblastes dans un cceur
blessé améliore la fonction cardiaque systolique régionale[36]. En supposant qu’il existe a la
fois des ressemblances dans les mécanismes de différenciation du muscle squelettique et
cardiaques ainsi que dans l'expression d’OT et d’OTR dans ces cellules [19, 37], il a été

spéculé que I’OT jouerait un rdle dans la régénération du muscle cardiaque.

1.3 LE MODELE DE DIFFERENCIATION CELLULAIRE P19 :

Etant donné que les cellules cardiaques feetales, néonatales et adultes ne conviennent pas a
I’étude des mécanismes se rapportant a la différenciation cardiaque, en raison de leur état
déja différencié, il en a été¢ conclu que les CSE sont le meilleur outil de travail. Les
premieres études in vitro menant a la compréhension des mécanismes impliqués dans le
phénomene de la différenciation cardiaque ont été réalisées a I’aide des CECs de souris. Ces
cellules sont issues de la masse interne (ICM) du blastocyste qui correspond au 5™ jour du
stade de développement embryonnaire et qui représente structurellement 16 a 40 cellules.
Ces cellules sont pluripotentes puisqu’elles peuvent donner tous les feuillets embryonnaires
primitifs tels que I’endoderme, mésoderme et ectoderme, ainsi que les tissus qui en dérivent.
In vitro, la différentiation des CECs est induite en laissant ces cellules s’agréger en
suspension et former des structures 3D appelées corps embryoides (CE) [38]. La majorité
des études entreprises sur les CECs furent effectuées a ’aide de la lignée cellulaire P19.
Tout comme les autres CECs, la lignée cellulaire P19 a été dérivée d’un tératocarcinome
formé suite a la transplantation d’un embryon de souris agé de 7,5 jours dans un testicule de
souris adulte [39]. En effet, ces cellules sont dérivées d'un tératocarcinome induit chez la
souris CH3/He et peuvent se différencier en cellules provenant des 3 couches germinales
[40]. De plus, en présence de sérum ces cellules sont capables de croitre continuellement (a
I’infini) et de conserver leur caractére indifférencié. Ces cellules peuvent étre cultivées sous
forme de monocouches adhérées au support de culture ou sous forme d'agrégats en

suspension. Néanmoins, la différenciation efficace de cette lignée cellulaire dépend de la
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formation au préalable d’agrégats cellulaires ou sphéroides non-adhérents [40]. De la méme
facon que les CSEs, elles peuvent donner naissance a plusieurs types de cellules appartenant
aux trois feuillets embryonnaires primitifs [38]. Cette lignée cellulaire constitue donc un
outil intéressant pour les études sur le développement embryonnaire et la différenciation
cellulaire. Ainsi, la lignée cellulaire P19 a été a I’origine de la découverte de nombreux
mécanismes impliqués dans la différenciation cardiaque. Des tests de différenciation en
agrégats ou a forte densité dans un milieu de culture complet ont montré que ces cellules ne
se différencient pas efficacement dans ces conditions [41]. Toutefois, en présence de
différents inducteurs et selon la concentration, les cellules P19 agrégées peuvent se
différencier en différents types cellulaires. Le diméthylsulfoxide (DMSO) et 1’acide
rétinoique (RA) ont été reconnus comme deux inducteurs de la différenciation cellulaire
[42]. Bien que plusieurs études ont démontré que la différenciation cardiaque pouvait étre
induite dans les cellules P19 par I’agrégation cellulaire combinée avec I’ajout, dans le milieu
de culture, de concentrations faibles de DMSO [24, 43-47] ou d’AR [42, 48, 49], notre
groupe a démontré que I’OT pouvait aussi induire la différenciation cardiaque dans les
cellules P19 [24]. De ce fait, en utilisant I’OT pour induire 1’agrégation dans les cellules
P19, on peut observer qu'une partie des cellules se différencient en CM et commencent a se
contracter spontanément. Cependant, I’efficacité de la différenciation cardiaque in vitro des
cellules P19 n'est pas encore optimale en réponse a divers agents, avec des rendements
variant entre 5% et 20% de CM [24, 28, 29, 50]. De plus, dans le mode¢le cellulaire P19,
l'ordre de 1'efficacité des inducteurs pouvant induire la cardiomyogenese est le suivant : OT
(107 et 10® M) > DMSO (0,5 et 1%) > AR (10® et 107 M), lorsque ces agents étaient
ajoutés au milieu de culture pendant toute la durée de l'agrégation cellulaire [24, 28, 30].
C’est pourquoi, une autre lignée capable de se différencier, avec une efficacité d’environ
90%, vers le phénotype cardiaque fut sous-clonée a partir des cellules P19 et nommée
P19CL6 [51]. D’autre part, des études électrophysiologiques, utilisant la méthode du patch-
clamp, ont démontré que les cellules cardiaques obtenues a partir des cellules P19 formaient
des sous-populations de CM ressemblant aux cellules cardiaques embryonnaires [52].
Skerjanc et al [53] a rapport¢ que la surexpression de Nkx2.5 pouvait induire la

cardiomyogenése dans des cellules P19 en agrégation. Il est tout de méme intéressant de
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noter que l'exposition des cellules P19 a une concentration plus élevée d'AR (10° M) ne

génére pas des cellules musculaires mais des cellules neuronales.

EMBRYOGENESE IN VIVO

i
Ectoderme extraembryonique: S5 y,\.

ICM

stade Stade Stade Morula
2 cellules de division 16-32 cellules Stade Blastocyste
(05 jours) (1.5 jours) {25 Days} 324 cellules  g1a4e Blastocyste tardif
(3.5 Days] (8.5 Days) Stade précoce de gastrulation
5P de cellules souches embryannaires P13 (5.5 Days)

EMBRYOGENESE IN VITRO INDUITE
VIA LA METHODE DU HANGING-DROP

Endoderme primitif

Ectoderme primitif

Méthode du Hanging-Drop Formation de cellules 3D Stade précace de differenciation
appelées "sphéroides” 3.0-50Days
2.0-30 Days

Stade intermédiaire
de différenciation

5.0-8.0 Days

Schéma 2 - Comparaison des stades de développement embryonnaire in vivo chez la
souris a ceux imités in vitro lors de la différenciation des cellules souches embryonnaires
carcinomateuses de souris P19 via la méthodologie de la goutte pendante (hanging-
drop).

L'engagement de la lignée cellulaire P19 vers les différentes couches germinatives et les
processus de différenciation retrouvés au sein méme de I’environnement du CE mimique le
développement des embryons de souris. La différenciation des CEs tridimensionnels peut
donner lieu a des structures qui ne consistent pas seulement en cellules musculaires, mais
aussi en cellules neuronales et épithéliales. Image adapté de Takatsugu Yamada et
Yoshiyuki Nakajima, 2006 [54].
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1.4 LES « SIDE POPULATION » (SP) DE CELLULES SOUCHES
EMBRYONNAIRES :

Des études récentes ont suggéré que les cardiomyocytes pouvaient €tre régénérés a partir
d’une population, isolée de cellules souches et progénitrices transplantées, appelée « Side
Population » (SP). Historiquement, les SP ont d'abord été identifiées comme des cellules
souches hématopoiétiques de souris ayant la capacité unique de permettre 1’efflux du
colorant fluorescent Hoechst 33342 (Ho) [55, 56]. Suite a cela, il a été démontré que ces
cellules SP existent dans une variété d'organes, comme la moelle osseuse, le muscle
squelettique, le foie, le cerveau, les poumons, la peau, et le ceeur [57, 58]. Zhou et al [59] a
rapporté que le transporteur ATP-binding cassette, ABCG2, est un déterminant moléculaire
de ce phénotype SP dans les cellules souches hématopoiétiques. Jackson et al. [60] ont
rapporté que les cellules SP de la moelle osseuse peuvent se différencier en cellules
endothéliales et en CM dans des cceurs ischémiques. Les cellules SP du muscle squelettique
ont une activité hématopoiétique in vitro, et sont capables de se différencier en myocytes
squelettiques lorsqu’elles sont mises en co-culture avec des myoblastes dérivés des cellules
satellites [57]. Ces résultats suggerent que les cellules SP présentent des caractéristiques de
cellules souches somatiques, et que les cellules SP du cceur peuvent étre un candidat
prometteur en tant que cellules souches ou progénitrices. Il a été montré que les cellules SP
issues de coeurs de rats nouveau-nés ont la capacité de se différencier en CM lorsqu’elles
sont co-cultivées avec des CM [61-63]. Cependant, les mécanismes qui induisent la
différenciation des cellules SP du coeur en CM n'ont pas encore été identifiés. Par ailleurs,
Oyama et al [64] ont signalé que les cellules SP issues de cceurs de rats postnataux
pouvaient se différencier en CM in vitro et in vivo. De plus, Oyama et al [64] démontrérent
que I’OT et la trichostatine A (TSA) pouvaient tous les deux induire la différenciation des
cellules SP postnatales en CM fonctionnels. Des études plus récentes ont mis en évidence
I'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des CSE, et cette propriété a été corrélée avec
la présence de sous-populations de CSE ressemblant a des lignées de cellules pluripotentes
issues de I’embryon [65, 66]. Afin d’isoler des populations de CSE ayant les mémes

propriétés, il fut nécessaire d’identifier et de caractériser ces sous-populations de CSE.
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Ainsi, la capacité d’une des sous-populations de CSE, qui se caractérise par un efflux actif
du colorant fluorescent Ho [55], a été exploitée en tant que marqueur pour identifier et
purifier les cellules souches a partir d'une variété de tissus [56, 67-69]. Cette sous-population
cellulaire ressemble beaucoup aux cellules SP issues du cceur. Les cellules SP provenant des
CSE peuvent ainsi étre identifiées par cytométrie en flux (FACS) comme une population de
cellules non marquées par le Ho et qui affichent une sensibilité a 1’inhibiteur de la famille
des transporteurs ATP-binding cassette ABC, le vérapamil (VP) [55, 56]. 1l a été¢ démontré
que les fractions de cellules SP provenant de différents tissus qui sont enrichies en cellules
primitives, se différencient en des types de cellules caractéristiques du tissu dont ils sont
dérivés [55, 56, 67, 68, 70, 71]. Toutes ces études suggerent que les SP de CSE seraient de

bon candidat pour induire la différenciation cellulaire vers un phénotype unique.

1.5 INTRODUCTION AU PEPTIDE NATRIURETIQUE DE TYPE A :

1.5.1 DECOUVERTE DE L’ANP :

C’est vers les années 1980 que la fonction endocrine du cceur ainsi que la fonction
physiologique des peptides natriurétiques furent €lucidées par le travail d’Adolfo de Bold et
ses collegues [4]. En 1981, de Bold et ses collegues décrivirent le cceur comme un organe
endocrine, puisque l'injection d'un extrait de tissu provenant des oreillettes du coeur induisit
une diurése et une natriurése intense ainsi qu’une baisse de la pression artérielle, chez des
rats anesthésiés [4]. Par la suite ’ANP fut isolé [4, 72] et la relation entre la granulité
auriculaire et le facteur natriurétique fut confirmée [73]. Suite a cette publication, la
structure de cette hormone polypeptidique possédant a la fois une activité natriurétique et
des propriétés vasodilatatrices a été confirmée par Flynn et al. en 1983 [74]. Enfin, plusieurs
noms ont été donnés a cette molécule : ANP, peptide natriurétique de 1’oreillette, facteur
natriurétique auriculaire (ANF), cardiodilatine, cardionatrine, atriopeptine. Parmi ces noms,
I’ANP est le terme le plus utilisé aujourd’hui. L’ANP fait parti de la famille des PNs qui
sont des hormones agissant sur le systéme cardiovasculaire et endocrinien par l'intermédiaire

de leurs actions diurétiques, natriurétiques, vasorelaxantes, inhibitrices de 1’aldostérone, de
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la rénine et de I’AVP [75]. Les PNs sont des inhibiteurs endogenes de I'hypertrophie
cardiaque. Il en existe trois types principaux: le Peptide Natriurétique de type A (ANP), le
Peptide Natriurétique de type B (BNP) et le Peptide Natriurétique de type C (CNP). Dans le
cceur, ’expression de I’ ANP est dominante dans les CM provenant des oreillettes, alors que
le BNP est exprimée ¢galement dans les oreillettes et les ventricules mais la mesure de
I’expression du CNP dans le cceur n'est pas encore bien élucidée et ce peptide est exprimé de
facon prédominante dans 1'endothélium vasculaire. Aprés leur syntheése sous forme de pro-
hormone, les PNs sont clivés puis sécrétés pour libérer les dérivés peptidiques
biologiquement actifs et exercer leurs effets en se liant aux récepteurs peptidiques
natriurétiques (NPRs), également connus sous le nom de récepteurs a guanylyl cyclase, qui

sont au nombre de trois (NPR-A, NPR-B et NPR-C).

L.5.2 STRUCTURE DE L’ANP :

Structurellement, 'ANP est présent comme un géne a copie unique et est organisé en trois
exons séparés par deux introns [76]. Le géne de I’ANP présente une importante homologie
de sa séquence nucléotidique entre les différentes especes [77]. Dans les CM, ’ANP est
synthétis€ comme un pré-pro-peptide inactif. Suite au clivage du peptide signal, le pré-pro-
ANP est converti en pro-ANP, un précurseur de 126 acides aminés, qui est la forme de
stockage prédominante de I'ANP dans certaines granules auriculaires [78]. Chez les
mammiferes, le pro-ANP est clivé en deux fragments : un fragment amino-terminale et un
fragment biologiquement actif de 28 acides aminés, I’ANP[76]. Chez I’humain, le géne
codant pour I’ANP, appelé Nppa (GenelD 4878) est localisé sur le chromosome 1p36.21.
Nppa a une longueur approximative de 2 Kb et est formé de 3 exons et 2 introns. L’ARNm
qui en résulte est traduit en un polypeptide de 151 acides aminés, appelé pré-pro-ANP. Les
25 premiers acides aminés constituent un peptide signal qui est clivé pour donner un peptide
de 126 acides aminés appelé pro-ANP. C’est sous cette forme que I’ANP est stocké dans les
granules de sécrétions des CM de I’oreillette [79]. Chez I’humain, il a été démontré que suite
a la sécrétion des myocytes, le pro-ANP est clivé par plusieurs enzymes de clivage afin de

donner le fragment biologiquement actif. Parmi ces enzymes, la plus importante est
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I’enzyme Corine, une sérine protéase membranaire hautement exprimée a la surface
extracellulaire des CM de D’oreillette. En effet, la Corine clive le pro-ANP au niveau de
l'arginine 98, générant un fragment (NT)-pro-ANP de 98 acides aminés en position amino-
terminal (N-Terminal) et ’ANP bioactive de 28 acides aminés en position carboxyle
terminale (C-terminal) [80, 81]. Chez I’humain, I’homologie de I’ANP ne différe que d’un
acide aminé de celui du rat, et est identique a celui du chimpanzé, du chien, du cochon, du
cheval et du mouton. De plus, la séquence enticre du pré-pro-ANP est également tres
conservée chez les mammiferes [79]. L’ANP est majoritairement exprimé et entreposé dans
les oreillettes du cceur, mais il est présent a des concentrations plus faibles dans d’autres
tissus comme le ventricule, le rein, le tissu adipeux et le cerveau. Enfin, le pro-ANP, NT-
pro-ANP et I’ANP sont tous libérés dans la circulation. Par ailleurs, I’ANP et les autres PNs
partagent une structure commune de 17 acides aminés en forme de boucle qui est fermée par
un pont disulfure, entre les résidus cystéines intrachalnes, requise pour son activité
biologique [82, 83]. L’ANP posséde également 2 extrémités exocycliques N- et C-
terminales. La modification de I’extrémité exocyclique N-terminale de I’ANP n’a pas d’effet
significatif sur son affinité pour son récepteur, ni sur son activité biologique. Par contre, la
délétion de I’extrémité exocyclique C-terminale ou I’ajout de résidus arginine en C-terminal

réduit de 1000 fois I’affinité et I’activité biologique de I’ANP [84, 85].

1.5.3 BIOSYNTHESE ET SECRETION DE L’ANP :

Durant I’embryogencese, le gene qui code pour I’ANP est exprimé tant au niveau de
l'oreillette que du ventricule. Apres la naissance, ce peptide est exprimé principalement dans
I’oreillette, mais son expression est diminuée dans le ventricule. Dans le cceur, les myocytes
cardiaques sont les cellules prédominantes pour la production de I’ANP [86], bien que
I'"ANP puisse également étre synthétisée par les fibroblastes [87]. L’oreillette est le site le
plus important pour la synthése de I'ANP, puisque les niveaux d'ARNm de 'ANP dans les
oreillettes sont 100 fois plus élevés que dans les ventricules [76]. L’ANP retrouvé dans les
oreillettes est sécrété de facon constitutive et régulatrice [88], tandis que la sécrétion d’ANP

ventriculaire survient principalement dans une voie constitutive [89]. Ainsi, la sécrétion



16

d’ANP se fait selon un mode semi-constitutif puisque 60 % de I’ANP nouvellement
synthétisé est stocké dans les myocytes alors que les 40 % restant sont sécrétés en absence
de stimulation [90]. II a été suggéré que 1’étirement des CM, plus précisément le BVE, était
le stimulus primaire pour la libération de 'ANP [91]. Dans un méme contexte, il a été
démontré que 1’étirement de la paroi des oreillettes du coeur suite a une hausse du volume
intravasculaire était le principal stimulus capable d’induire la sécrétion d’ANP [92, 93].
Aussi, il a été décrit que beaucoup de facteurs neurohumoraux avaient la capacité d’induire
la libération de 'ANP [94], de méme que certaines hormones comme I’endothéline (ET)
[95], ’angiotensine [96] et I’AVP, qui contrairement aux autres facteurs, induit la sécrétion
d’ANP seulement par des effets hémodynamiques [97]. Les voies majeures de la
dégradation de 'ANP sont 1’endocytose médi€e par son récepteur et la dégradation médice

par la Neutral-Endopeptidase (NEP) [98].

1.5.4 REGULATION DE L’EXPRESSION DU GENE DE L’ANP :

Au niveau transcriptionnel, I’expression de I’ ANP est aussi régulée, par le promoteur de son
geéne. Au niveau basal, le géne de I’ANP est transcrit par plusieurs ¢léments de réponse tels
que GATA, TBE, NKE et SRE. Les facteurs de transcription de la famille GATA, en
particulier GATA-4 et GATA-6, se lient sur deux sites de réponse GATA positionnés dans
le promoteur proximal (-280 et -120). Le facteur NK-homebox Nkx2-5 et le facteur T box
Tbx5, qui jouent un role critique dans le développement cardiaque, se lient a 1’¢lément de
réponse NKE2 (- 240) et aux sites TBE (-485, -252, -90), respectivement. Ces 2 facteurs

sont capables de s’associer pour induire la transcription du gene.
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Figure tiré¢ de Xu-Cai et al, 2010 [102]

1.5.5 ACTION PHYSIOLOGIQUE ET MECANISMES D’ACTION DE L’ANP :

L’ANP se lie tout d’abord a son récepteur peptidique natriurétique de type A (NPR-A) dans
les organes cibles, puis enclenche I’activité intrinseque de la guanylyl cyclase de NPR-A et
génere le GMPc intracellulaire [103]. Les premiers rapports démontrant que I’ANP stimule
la production de GMPc dans plusieurs tissus [104, 105] et que celui-ci active la forme
particulaire de la guanylate cyclase [106-108] sont apparus dans les années 1980. L’ ANP
antagonise également le systéme rénine-angiotensine, inhibe la sécrétion de I’AVP, de
'endothéline et réduit l'activité sympathique systémique et rénale, ce qui augmente 1’activité
natriurétique, diurétique et vasorelaxante. L’ANP agit ainsi comme un processus de
compensation visant a promouvoir la fonction cardiaque. En revanche, le pro-ANP posseéde
une activité¢ biologique minime [109]. De plus, I’ANP est métabolisé par au moins deux

mécanismes différents. D’une part, I’ANP peut se lier a son récepteur de clairance NPR-C
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pour étre internalisé et hydrolysé par les enzymes lysosomales. D’autre part, I’ANP peut étre

dégradé par une enzyme appelée neutral endopeptidase 24.11 (enzyme de clivage).

1.5.6 L’EXPRESSION DE L’ANP AU COURS DU DEVELOPPEMENT CARDIAQUE :

Dans le cceur adulte, l'oreillette est le site majeur d'expression de I'ARNm de I'ANP, avec
des niveaux dans le ventricule gauche d'environ 0,5-3% des niveaux retrouvés dans
l'oreillette [98]. Toutefois, au cours du développement, de nombreuses études chez les
rongeurs signalent que ces niveaux d’ANP sont plus ¢élevés dans les ventricules que dans les
oreillettes, a la fois au niveau de l'expression de I'ARNm de I’ANP [110, 111] et de
I’expression du peptide de 'ANP [112]. Néanmoins, dans les ventricules feetaux humains et
ovins, les niveaux d'ARNm de I’ANP sont considérablement plus élevés que dans les
ventricules adultes et tendent a diminuer avec l'age gestationnel [113-115]. De plus, les
niveaux peptidiques de I'ANP dans les ventricules feetaux ont également été signalés a étre
plus grand que dans les ventricules adultes [112, 116, 117]. Toutefois, cela peut résulter en
partie d'une grande capacité de stockage de I'ANP dans des granules auriculaires que dans le
ventricule, ou la sécrétion est principalement constitutive avec un temps de transit plus
rapide [118]. En général, ces études indiquent que la contribution relative de I'ANP
ventriculaire est significativement plus élevée chez l'embryon que chez l'adulte, et chez
certaines especes, le ventricule est le site d'expression prédominant de I’ANP au cours du
développement. Au cours des processus moléculaires qui sous-tendent I'hypertrophie
cardiaque, de nombreux genes normalement exprimés au cours du développement sont
réactivés, y compris I’ANP ventriculaire [119, 120]. En effet, I'expression du geéne cardiaque
de I'ANP est augmenté dans des modeles animaux ayant subi un infarctus du myocarde [87],
une insuffisance cardiaque [121, 122], une hypertrophie [123], et aussi dans les maladies
cardiaques humaines [124, 125]. Par conséquent, I'apparition de l'expression accrue d’ANP
ventriculaire chez I’adulte s'est imposée comme un marqueur impliqué dans l'induction du
programme génique embryonnaire au cours du développement de [I'hypertrophie
ventriculaire [119]. Des observations quotidiennes de l'expression des PNs au cours de

I’embryogenése chez la souris montrent que 'ARNm de 'ANP apparait entre les 8™ - 9™



20

jours de gestation avec un pic important des niveaux d'ARNm au 12,5°™ jours et de plus
petits pics aux 14,5 et 16,5°™ jours post-coitum [110]. Chacune de ces étapes coincide
avec un point de repere dans le développement du cceur embryonnaire. En outre, le jour 9
coincide avec le début des battements réguliers du cceur primitif, le jour 12 marque la
formation progressive du septum pour construire les quatre cavités cardiaques, et aux
environs du jour 15, la modification de 1'axe cardiaque a lieu [126]. Ce mod¢le d'expression

est compatible avec le role de I' ANP dans la formation du coeur en développement.

1.6 LA FAMILLE DES RECEPTEURS PEPTIDIQUES NATRIURETIQUES (NPRs) :

Les divers effets biologiques des PNs sont médiés par leur liaison a des récepteurs
membranaires possédant un domaine guanylate cyclase (GCs), connus sous le nom de NPRs
[127, 128]. 11 existe deux sous type de récepteurs, le NPR-A connu aussi comme GC-A et le
NPR-B connu comme GC-B, qui sont majoritairement responsable des effets physiologiques
des peptides via la GC qui va médier la conversion du guanosine triphosphate (GTP) en
guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Sur le NPR-A se lie ’ANP et le BNP alors que
sur le NPR-B se lie sélectivement le CNP. Un troisiéme récepteur, le NPR-C, sur lequel se
lient tous les peptides, joue un rdéle primaire de récepteur de clairance et sert
d’internalisation cellulaire et de dégradation. Au niveau tissulaire, I’ARNm codant pour le
NPR-A est exprimé dans le muscle lisse vasculaire, I’endothélium, le cceur, le rein, la glande
surrénale, les poumons, I’intestin, le cerveau, le tissu adipeux, la rate, les ovaires et les
testicules [79, 129, 130]. L affinité relative des PNs pour le NPR-A est dans I’ordre suivant :
ANP > BNP > CNP. Au niveau tissulaire, ’ARNm codant pour le NPR-B est exprimé dans
le muscle lisse vasculaire, 1’endothélium, le cceur, la glande surrénale, les poumons, le
cerveau, le tissu adipeux, les os, le foie, les fibroblastes et les utérus [79, 129, 130]. Le
NPR-B est le principal NPR dans le cerveau. La protéine NPR-B a été trouvée a des
concentrations relativement élevées dans les fibroblastes. Le NPR-B a la méme topologie
que le NPR-A. L’affinité relative des PNs pour le NPR-B est dans 1’ordre suivant : CNP >>
ANP > BNP. Au niveau tissulaire, ’ARNm codant pour le NPR-C est exprimé dans le
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muscle lisse vasculaire, le cceur, les reins, les cellules endothéliales, la glande surrénale, les
poumons, le tissu veineux, le placenta, I’intestin et le cerveau [79, 129-131]. L'affinité des
PNs pour le NPR-C est dans I’ordre suivant : ANP > CNP > BNP a la fois chez les humains
et les rats [132].

Ligand ANP, BNP CNP ANP, BNP, CNP

NPRC

Récepteur NPRA (GC-A)
Nigrm Nterm

Domaine de
liaison du
ligand

Membrane

Domaine
d’homologie
kinase
Domaine de
dimérisation

Domaine
guanylate
cyclase

GTP GMPc

Schéma 6 - Structure des récepteurs peptidiques natriurétiques et spécificité de liaison
des peptides natriurétiques a leurs récepteurs.

Schéma tiré de la thése de Marie Parat, 2009 [133].
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1.7 ANTAGONISTES DES RECEPTEURS PEPTIDIQUES NATRIURETIQUES :

La recherche des antagonistes ciblant le récepteur NPR-A n'a pas été enticrement
développée depuis que le blocage du récepteur NPR-A n'a jamais été proposé a des fins
thérapeutiques. Depuis la découverte de I’ANP par de Bold [4], quelques antagonistes des
récepteurs NPR-A et NPR-B ont été utilisés, afin de définir le role endogene des PNs dans la
régulation de la natriurése et la diurése avec précision. Parmi ces antagonistes, seulement

trois ont été majoritairement utilisés : le HS-142-1, ’A71915 et ’anantin.

Le HS-142-1, un polysaccharide naturel isolé d’une culture bactérienne de 1’ Aureobasidium
sp., est un inhibiteur relativement spécifique de I’activité GC, qui inhibe la liaison des
ligands et 'activation des deux récepteurs NPR-A et NPR-B, via un mécanisme allostérique
plutot qu’un mécanisme compétitif [134, 135]. Cet inhibiteur n’antagonise pas les réponses
médiées par le NPR-C. Bien que HS-142-1 a été largement utilisé dans la recherche des
PNs, sa production a cessé actuellement, probablement pour des raisons commerciales.
Enfin, un autre antagoniste 1’anantin, est un peptide cyclique du Streptomyces coerulescens,

qui agit comme un antagoniste compétitif au récepteur NPR-A [136].

1.7.1 ANTAGONISTE DU GUANYLATE CYCLASE PARTICULE, A71915 :

L’antagoniste A71915 [Arg6, H-cyclohexyl-Ala8, D-Ticl6, Argl7, Cysl8)-ANP (6-18)
amide] est un peptide synthétique dérivé de I’ANP, présentant des propriétés compétitives
antagonistes au récepteur NPR-A [137]. A71915 est un peptide dérivé de I’ANP, possédant
deux acides aminés non naturels dans les positions 8 et 26 (cyclohexylalanine et acide
1,2,3,4 tétrahydroisoquinoléine-3-carboxylique, respectivement) [138], avec une affinité de
liaison seulement 22 fois moins puissante que I’ANP de rat (1-28) [137]. A71915, a émergé
comme le plus puissant inhibiteur de la production de GMPc stimulée par I'ANP et médiée
par le récepteur NPR-A [138]. Plusieurs études de liaison ont montré que le mécanisme
d’action de 1’antagoniste A71915 consistait a interférer fortement avec les sites de liaison de
I’ANP et d'induire une tres faible production de GMPc [137]. En ce qui concerne sa taille,

AT71915 a une structure plus petite (composé de 12 acides aminés) que 'ANP 1-28 [137]. De
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plus, il a été démontré que ce peptide exerce une faible toxicité et c’est pour cette raison
qu’il a été utilisé dans des études in vivo. Brunner et Woelkert [139] ont utilisé A71915 pour
montrer que le niveau basal de 'ANP contribue a la régulation de la résistance périphérique
totale et coronaire chez les rongeurs. En outre, A71915 a ¢été utilisé pour 1'étude de
I’antagonisme du récepteur de I’ANP dans une étude in vivo chez I'homme fournissant la
preuve directe que le blocage des effets issus du niveau basal de I'ANP augmente le tonus

veineux, réduisant ainsi le volume vasculaire [140].

1.8 IMPLICATION DU GMPc DANS LE DEVELOPPEMENT DU C(EUR :

1.8.1 L’IMPLICATION DU NO/GMPc DANS LE DEVELOPPEMENT DU CCEUR :

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre diatomique et c’est 1'une des molécules les
plus importantes dans les voies de signalisation connues dans la physiologie des
mammiféres. En effet, le NO médie une foule d'événements physiologiques telles que la
relaxation des muscles lisses, le phénoméne de vasodilatation, la neurotransmission,
l'inhibition de l'agrégation plaquettaire, et la modulation du systéme immunitaire [141-143].
En outre, au niveau cellulaire, le NO régule la croissance cellulaire, la survie, I'apoptose, la
prolifération et la différenciation [143]. De plus, le NO est également impliqué dans la
physiopathologie de plusieurs maladies comme le diabéte, le cancer, les maladies
cardiovasculaires, et aussi dans diverses affections inflammatoires, en raison de sa
biodisponibilité réduite ou de sa production ou a cause de la surproduction de NO [142]. Le
NO est synthétisé par un groupe d'enzymes appelées oxyde nitrique synthase (NOS) via un
mécanisme d’oxydation qui transforme la L-arginine en L-citrulline et NO [143]. Il existe
trois isoformes de NOS (NOS-1, NOS-2, et NOS-3), qui utilisent une gamme complexe de
cofacteurs et de co-substrats tels que l'oxygeéne moléculaire, le nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH), la tétrahydrobioptérine, la flavine mononucléotide, la
flavine adénine dinucléotide, I'héme et le complexe calcium/calmoduline pour la synthése du
NO [142, 143]. Les NOS-1 (NOS neuronale) et NOS-3 (NOS endothéliale) sont des

enzymes NOS synthétisées de facon constitutives et régulées par le complexe
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calcium/calmoduline. L’enzyme NOS-2 (NOS inductible) est une des enzymes NOS induite
en réponse a des stimuli inflammatoires et est activée de maniére indépendante du calcium,
puisque l'enzyme est toujours liée au complexe calcium/calmoduline une fois qu'elle est
synthétisée. Les trois isoformes de NOS sont codées par trois genes différents sur différents
chromosomes, et elles présentent une homologie de 50 a 60% ['une envers l'autre ainsi
qu’avec les enzymes du cytochrome P450 [144-147]. Les isoformes de NOS possédent un
groupement héme prosthétique et sont actives en tant qu”’homodimeéres constitués de deux
monomeres identiques, qui peuvent étre divisées en un domaine C-terminal carboxyle
réductase et un domaine aminé N-terminal oxygénase [145, 148]. De plus, le NO médie ses
effets soit par le biais de mécanismes dépendants du GMPc, soit par des mécanismes
indépendants du GMPc. Le mécanisme dépendant du GMPc est médié par son récepteur, la
guanylate cyclase soluble (GCs). Or, les effets indépendants du GMPc provenant du NO
sont médiés par son interaction avec les complexes métalliques, I'oxygéne (O,), et ’ion
superoxyde (O,") qui médient différents événements en aval. Des études antérieures ont
clairement démontré le role crucial du NO au cours du développement. Ce role a été
principalement identifié¢ a I’aide de la création d'animaux knock-out (KO) pour les enzymes
NOS dans toutes les combinaisons des trois isoformes [149]. Auparavant, il a été attribué¢ un
réle compensatoire aux isoformes de NOS puisqu’ils pouvaient permettre aux modeles KO
simples pour NOS de se développer plutét normalement, mais il y avait tout de méme des
malformations cardiaques [150, 151]. Or, il a été démontré qu’en induisant un double-KO
pour les NOS chez des animaux, on pouvait observer une diminution de viabilité et surtout
une incapacité de produire une progéniture avec d'autres animaux double-KO. Cependant,
puisque ces animaux double-KO étaient tout de méme capables de se reproduire avec des
animaux de type sauvage, un défaut dans le développement était a prévoir. Pour confirmer la
nécessité du NO dans le développement, un modele triplement KO pour les enzymes NOS,
ayant ainsi une production endogéne de NO totalement nulle, démontra également un faible
taux de survie et une réduction significative du nombre de descendants [152]. De plus, les
animaux ayant subis le KO pour les NOS présentaient des troubles de diabéte insipide
néphrogénique et de l'artériosclérose. Ces résultats ont ainsi fourni la premiere preuve que la

suppression systémique de I'ensemble des trois NOS pouvait causer une variété de maladies
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cardio-vasculaires chez la souris, démontrant ainsi le réle essentiel du systeme endogene

NOS dans le maintien de I'homéostasie cardiovasculaire.

1.8.2 IMPLICATION DU NO/GCs/GMPc DANS LA DIFFERENCIATION DES CELLULES
SOUCHES :

Le rdle important de la voie de signalisation impliquant le NO-GMPc dans la régulation de
la différenciation des cellules souches a émergé suite aux ¢tudes de Murad et al [153-157],
de nos travaux [28] ainsi que d’autres chercheurs. L'importance de la voie de signalisation
impliquant le NO-GMPc dans la différenciation des cellules souches adultes a été mise en
évidence par le travail d'autres chercheurs, qui ont démontré que l'altération des niveaux de
NO-GMPc intracellulaire pouvait moduler la différenciation des cellules souches
progénitrices dérivées de la moelle osseuse [158-162]. En effet, I'importance du NO dans la
régulation du nombre de cellules souches et de leur fonction in vivo a ét¢ démontrée par
l'exposition de souris a des inhibiteurs de NOS, montrant une augmentation du nombre de
cellules souches par rapport a des souris non traitées [160]. Par ailleurs, d'autres études
menées chez des souris KO pour le géne eNOS (isoforme endothélial du NOS) démontrérent
que ces souris avaient une déficience quant a la mobilisation des cellules souches et
progénitrices de moelle osseuse [161], ce qui pourrait avoir un lien avec leur incapacité a
produire de nouveaux vaisseaux sanguins (néo-vascularisation). En outre, ces souris KO
pour le géne eNOS présentent une capacité nettement réduite quant a la production de
cellules endothéliales progénitrices a partir de cellules souches hématopoiétiques. Par
conséquent, ces souris sont incapables de revasculariser les tissus ayant subi une lésion
ischémique [162]. Le role du NO dans le développement du cceur a été auparavant mis en
¢vidence dans des études impliquant des embryons et des cellules souches en
développement. Dans ces études, il a ét¢ démontré que les cardiomyocytes dérivés a partir
de cellules souches embryonnaires exprimaient NOS-2 et NOS-3, de fagon similaire aux
observations faites in vivo. En outre, I'incubation de ces cultures cellulaires avec 1'inhibiteur
de NOS, L-NG-Nitroarginine Methyl Ester (L-NAME), a entrainé un arrét complet de la
différenciation de ces CM [163]. Il a en outre été¢ démontré que le NO peut faciliter la

différenciation de CSE en CM via deux stimulations exogenes: d’une part avec des
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donneurs de NO, d’autre part via l'introduction du gene NOS-2. De fagon intéressante, cette
¢tude portant sur le réle du NO endogéne dans la différenciation des CSE en CM semble
différer des études précédentes, puisque dans cette étude, la différenciation n'a été que
légeérement compromise en présence du L-NAME [164]. Plusieurs études menées par Murad
et al [153-157] indiquent que 1'isoforme NOS-1 est exprimé a la fois chez la souris et dans
les CSE humaines. De plus, leurs études ont démontré que le niveau d’expression d’ARNm
et de protéine de NOS-1 tombait au niveau basal lorsque les CSE se différenciaient. En
revanche, il a été observé que les isoformes NOS-2 et NOS-3 étaient induits lors des
différentes étapes de la différenciation des CSE, que ce soit des cellules d’origine murine ou
humaine. En effet, cette observation de la régulation temporale des enzymes NOS a permis
de mettre en évidence que les CSE n'expriment pas de récepteur liant le NO (GCs)
enzymatiquement actif. Toutefois, il a été démontré que les niveaux d’expression des sous-
unités al, a2, et B1 de la GCs augmentent durant la différenciation cellulaire, ce qui
coincide avec une forte augmentation des niveaux intracellulaires de GMPc médiés par le
NO dans les cellules différenciées a partir des CSE ainsi que les CM dérivés des CSE [153,
154]. En revanche, il a été observé que l'expression du geéne de la sous-unité 2 de la GCs
dans les CSE humaines diminue a mesure que la différenciation cellulaire progresse, ce qui
indiqua aux chercheurs que cette sous-unit¢ pourrait avoir un certain réle dans Ia
pluripotence des cellules souches. Ainsi, tous ces résultats mis ensemble indiquerent la
participation des voies de signalisation impliquant le NO dans la différenciation des cellules
souches. En effet, il a ét¢ démontré qu’en plus des donneurs de NO, les stimulateurs
allostériques de la GCs, BAY41-2272 ainsi que le stimulateur YC-1, augmentaient
nettement l'expression des facteurs de transcription cardiaques spécifiques ainsi que
I’expression des protéines cardiaques spécifiques [155]. Fait intéressant, il a ét¢ démontré
que la mobilisation du calcium intracellulaire médiée par le récepteur OTR a été nécessaire
pour réguler I’augmentation du NO dans les cellules endothéliales [165]. Danalache et al
[28] ont constaté que le L-NAME, le N-(3-(Aminomethyl)benzyl)acetamidine (1400W) et
I’1H-(1,2,4)oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), des inhibiteurs de la voie de
signalisation NO/GCs/GMPc, avaient initi¢ de facon modeste la cardiomyogenese dans les

CECs de souris P19. De plus, Danalache et al [28] ont aussi remarqué qu’OT augmentait le
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niveau d'expression d’eNOS au cours de la différenciation des cellules P19 en CM, et que
l'inhibition de la voie de signalisation NO/GCs/GMPc au cours de ce processus réduit le
rendement des CM. Ce méme groupe a aussi démontré que le NO produit sous I’effet du
donneur de NO, S-nitroso-N-acetyl penicillamine (SNAP), bien qu’ayant une activité
cardiomyogénique, n'a pas initié la différenciation en CM induite par I’OT [28]. En effet, les
colonies de cellules battantes obtenues sous la stimulation de I’OT étaient plus grandes que
dans les cellules en cultures induites par SNAP. Ceci a suggéré 1’existence d’autres voies de
signalisation impliquées dans la cardiomyogenése induite par la stimulation de ’OT, qui
pourraient étre supplémentaires ou complémentaires a celle du NO/GCs/GMPc. En outre, il
a été démontré que l'inhibition de la voie du NO initie partiellement la différenciation des
cellules P19 en CM, suggérant que le NO influe sur la différenciation des cellules P19 en
CM via un mécanisme pléiotrope [28]. Ainsi, il a été suggéré que la diminution de NO via le
L-NAME aurait pu activer un mécanisme supprimant une barri¢re répressive sur la
différenciation et/ou fournissant un ¢lément capable d’initier la cardiomyogenése, mais que
ce mécanisme est insuffisant pour terminer la différenciation et la maturation des CM. A cet
égard, Danalache et al [28] ont observé que I’OT ainsi que le L-NAME ont favorisé¢ la
prolifération des cellules P19, or cette prolifération a été diminuée par le donneur de NO,
SNAP. Il a ainsi été proposé que 1'effet sur la prolifération puisse étre 1'un des mécanismes
d'action cardiomyogénique du L-NAME, estimant que la forte densité¢ de cellules pouvait
induire la différenciation des cellules souches en CM de fagon spontané [166]. De plus, il a
¢été observé que la combinaison de différents donneurs de NO et de stimulateurs de la GCs
activaient encore plus 1'expression des marqueurs cardiaques spécifiques, tout en augmentant
'expression des sous-unités de la GCs, au niveau des ARNm et des protéines. Ces études
démontrent donc que les donneurs de NO ainsi que les divers activateurs de la GCs seuls ou
en combinaison peuvent faciliter la différenciation des cellules souches en myocytes
cardiaques, avec une forte augmentation de 1’accumulation du second messager GMPc
[155], impliquant ainsi un rdle crucial de la voie de signalisation NO-GMPc dans la
différenciation des cellules souches. Bien que la voie du NO/GCs/GMPc soit impliquée dans
la différenciation cardiaque, il n’en reste pas moins que le role de la voie NP/GCp/GMPc ne

soit pas encore €lucidé.
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1.8.3 IMPLICATION DE LA GCp/GMPc DANS LA FONCTION CARDIAQUE :

Les enzymes du guanylate cyclase particulé (GCp) ont été trouvées dans presque tous les
tissus et tous les types de cellules, toutefois, leur distribution est spécifique de certains
isoformes. Sept différents isoformes de l'enzyme ont été identifiés a ce jour chez les
vertébrés, leur nomenclature va de GC-A a GC-G [167]. Parmi elles, GC-A semble &tre la
plus largement exprimée a travers tout le corps dans différents types cellulaires. En effet,
elle a été retrouvée dans les cellules du systetme nerveux, les cellules du systeme
immunitaire, du rein, du poumon, de 1’intestin, des testicules, et du cceur [168-172]. GC-B
est également exprimée dans différents organes y compris le cerveau, les reins, les poumons,
la rate, les testicules, et les yeux [171, 173]. GC-C quant a elle est presque exclusivement
exprimée dans le tractus intestinal, principalement dans l'intestin gréle, mais elle est
¢galement présente dans le foie, l'utérus et le rein [174-177]. GC-D est exprimée
principalement dans les cellules olfactives [178]. GC-E et GC-F ont été trouvées
principalement dans les cellules photoréceptrices de la rétine des vertébrés, et elles sont
aussi appelés GC rétiniennes ou photorécepteur spécifiques [179-185]. GC-E a été détectée
dans la glande pinéale de rat, de bovin et de poulet [186-188]. La derni¢re cyclase
particulaire découverte, a savoir GC-G, a ¢été retrouvée dans les poumons, l'intestin et le
muscle squelettique [189]. Le NO et les PNs partagent d’importantes similitudes puisqu’ils
agissent tous les deux comme des vasodilatateurs, via l'activation des voies de signalisation
impliquant la GC / GMPc. En effet, le NO active 1’hémoprotéine hétérodimérique
cytoplasmique, GCs [190], tandis que les PNs activent la protéine membranaire, le GCp
[107, 173]. La stimulation d’un des GC, que ce soit le GCs ou le GCp, résulte en la
conversion du GTP en second messager intracellulaire, le GMPc, qui est responsable pour
réguler I'homéostasie cardiovasculaire. Il a été démontré que le systetme NO-GCs-GMPc est
influencé par la concentration ambiante de NO, éventuellement a travers un mécanisme
dépendant du GMPc [191]. Par ailleurs, Gyurko et al, avaient observé que les concentrations
cardiaques de GMPc ¢étaient les mémes chez les souris KO pour le géne eNOS ainsi que
chez les souris de type sauvage, malgré I'absence d’eNOS fonctionnelle. Cette observation
les avait conduits a rechercher d'autres stimulateurs physiologiques de l'activité guanylyl

cyclase cardiaque, tels que I'ANP [192]. Ainsi, Gyurko et al, avaient constaté une hausse de
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l'expression de ’ANP dans le ventricule gauche des souris KO pour le géne eNOS,
fournissant un mécanisme compensatoire pour maintenir les niveaux basals de GMPc
malgré I'absence d’eNOS [192]. En effet, une autre étude a permis d’identifier une
intéraction entre les systeémes impliquant le NO-GCs-GMPc et les systemes impliquant
I’ANP-GCp-GMPc, de telle mesure que des changements dans la sensibilité d'une des voies
de signalisation sont imités par le systéme suppléant afin de compenser en générant le
GMPc [193]. Ainsi, pris ensemble ces résultats suggerent que les voies de signalisation
GCs-GMPc et GCp-GMPc ont un réle complémentaire dans le maintien de 1'homéostasie
cardiovasculaire. Par ailleurs, une étude plus récente a démontré que les deux récepteurs
couplés a la GCp, soit NPR-A et NPR-B, sont modulés par la voie de signalisation
impliquant le NO / GMPc dans l'aorte de souris [194].

1.9 HYPOTHESES ET OBJECTIFS:

Suite aux évidences antérieures apportées par notre groupe concernant 1’implication du
GMPc dans la différenciation des CECs en CM fonctionnels, et aussi grace aux évidences
démontrant que I’ANP médie son activité physiologique en stimulant la production du
GMPc, nous nous sommes intéressés a I’ANP comme agent cardiomyogénique sur la base

des observations suivantes :

- L’OT, en se liant a son récepteur OTR situé au niveau des oreillettes, induit la
libération de I’ANP qui est un peptide produit, stocké et sécrété par les myocytes

cardiaques.

-  L’OT, un morphogéne myogénique établi, induit la différenciation des cellules
souches embryonnaires carcinomateuses de souris P19 en cardiomyocytes

fonctionnels.

- Il a ét¢ démontré que I’OT induisait la différenciation des cellules souches
embryonnaires carcinomateuses de souris P19 en cardiomyocytes via la libération du

second messager GMPc médiée par le NO.
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-  Tout comme I’OT, il a été démontré que I’ANP induisait aussi la production du

GMPec.

- De plus, I’ANP est impliqué dans la natriurese, le controle de la pression artérielle, la

vasodilatation et le développement du cceur.

Puisque I’OT stimule la libération de I’ANP, induit la différenciation cardiaque dans les
cellules P19 par le biais de la production du GMPc via le NO, et puisque I’ANP stimule
aussi la production du GMPc alors notre hypothése est que I’ANP pourrait stimuler la

cardiomyogenese dans les cellules P19.

Nous nous sommes intéressés aux SP comme sous-population cellulaire des cellules souches

embryonnaires carcinomateuses de souris P19 sur la base des observations suivantes :

De nombreuses études ont démontré que le cceur 1€sé pouvait étre régénéré a partir

d’une population isolée de cellules souches et progénitrices transplantées.

- Une de ces populations de cellules, fréquemment isolées a partir d'organes provenant
d'animaux aux stades de développement embryonnaire et adulte, appelée « Side
Population » (SP), sont identifiées par cytométrie en flux (FACS) comme une

population de cellules non marquées par le colorant fluorescent Hoechst 33342.

- La sous-population de cellules SP isolée du cceur affiche un potentiel de

différenciation cardiaque amélioré en réponse a un traitement de I’OT.

- Récemment, 1'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des cellules souches
embryonnaires a ¢été mise en évidence, et cela a été corrélé avec la présence de sous-

populations cellulaires ressemblant beaucoup aux cellules SP issues du cceur.

- Toutes ces observations suggérent que les SP de cellules souches embryonnaires
pourraient étre de bon candidat ayant un plus grand potentiel d’induire Ia

différenciation cellulaire vers le phénotype cardiaque.
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Dans ce mémoire, nous avons donc voulu mettre en évidence le potentiel du peptide

natriurétique auriculaire comme inducteur de la différenciation cardiaque dans des SP de

cellules souches embryonnaires carcinomateuses de souris P19. Nous avons également

voulu vérifier l'hypotheése selon laquelle dans les cellules souches embryonnaires

carcinomateuses de souris P19, I'ANP sert de médiateur de la différenciation en

cardiomyocytes. Dans ce contexte, nous avons aussi voulu déterminer si la voie de

signalisation ANP/GCp/GMPc est impliquée dans la différenciation cardiaque.

Pour cela nos objectifs ont été les suivants :

Déterminer la présence et isoler, s’il y a lieu, les SP issues des cellules souches

embryonnaires carcinomateuses de souris P19.
Caractériser le phénotype de ces cellules

Déterminer la concentration optimale d’ANP, d’OT et de I’antagoniste A71915 pour
induire la différenciation cellulaire, c’est-a-dire la concentration la moins

cytotoxique pour les cellules.

Déterminer si I’ANP induit la cardiomyogenese dans les cellules SP P19 en
identifiant le phénotype obtenu a I’aide de marqueurs de cellules progénitrices

cardiaques.

Déterminer si I’ANP induit I’apparition de colonies de cellules battantes et si I’ANP
potentialise les effets cardiomyogéniques de 1’OT et s’il y a lieu, déterminer le

phénotype des cellules différenciées.

Déterminer si le blocage de la production du GMPc, médié par le récepteur NPR-A
de I’ANP, en utilisant I’antagoniste A71915, est impliqué dans la différenciation

cardiaque.

Si D’antagoniste A71915 est impliqué dans le phénomeéne de différenciation

cardiaque, déterminer si celui-ci potentialise les effets de I’ANP et de I’OT.
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Enfin, dans ce mémoire, nous résumerons aussi ce que ce modele in vitro nous a appris sur

les mécanismes de différenciation cardiaque.



CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

I.1 CULTURE ET INDUCTION DE LA DIFFERENCIATION CARDIAQUE DES
CELLULES P19. Les cellules P19, une lignée cellulaire dérivée d'un carcinome
embryonnaire induit chez la souris C3H/He, ont été obtenues a partir de I'American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD) et cultivées dans du milieu de culture o-
minimum essentiel medium (MEM) (Invitrogen, Grand Island, NY) supplémenté avec 10%
de sérum d’origine feetal (FBS; Invitrogen), 100 U / ml de pénicilline (Invitrogen) et 100 pg
/ ml de streptomycine (Invitrogen). Toutes les cellules ont été passées a 2-3 jours d'intervalle
afin qu’elles puissent atteindre entre 60-70% de confluence puis les cellules mortes ont été
retirées en utilisant un kit de purification par microbilles magnétiques appelé « Dead Cell
Removal » (Miltenyi Biotec). Les cellules P19 ont ensuite été propagées et différenciées
selon les procédures de Rudnicki et McBurney, avec des modifications mineures (voir
Figure) [195]. Brievement, en utilisant la méthode de la « goutte pendante », des gouttelettes
(50 par pétri) de 25 ul de milieu a-MEM complet supplémenté avec de I’ANP 10"M et / ou
de ’OT 107M, contenant chacune 1000 cellules, ont été placées en suspension sur une
surface non adhérente telle que I’intérieur du couvercle de boites de Pétri (pétri de 10 cm de
diametre). 10 mL de tampon phosphate salin (PBS) 1X a ét¢ placé dans la partie inférieure
du pétri, afin d’empécher la déshydratation ou 1’évaporation des gouttelettes suspendues
dans le couvercle. Les cellules ont été stimulées pendant 5 jours en présence de I’ANP 10
™M, I'OT 10'M, A71915 10°M et les combinaisons OT+ANP, A71915+ANP,
A71915+0T. Au jour 5, les sphéroides multicellulaires tridimensionnels, formés par
gravitation des cellules dans la goutte, ont été transférés dans des pétris de culture (10 cm de
diametre) et cultivés dans 10 ml de milieu a-MEM complet contenant 10% de FBS inactivé
par la chaleur et 1% de pénicilline / streptomycine en l'absence des inducteurs. Les
populations cellulaires ont été ensuite analysées a partir du jour 6 jusqu’au jour 14 du
protocole de différenciation cardiaque pour observer 1’apparition des colonies de cellules
battantes avec un microscope inversé Zeiss (Zeiss IM, Carl Zeiss, Jena, Allemagne) équipé

d'objectifs a contraste de phase et avec un appareil photo MC-100. De plus, les changements



morphologiques des cellules P19 ont été examinés.
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Schéma 7 - Méthode de la goutte pendante [195].



Schéma 8 - Processus de formation des sphéroides (adaptée de [196]).
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Les cellules sont d’abord récupérées

dans un ependorf Les microbilles magnétiques reconngissent
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Schéma 9 - Purification des cellules SP P19 avec les microbilles magnétiques.
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I.2 IMMUNOFLUORESCENCE. Dans le cas de la procédure d’immunofluorescence des
sphéroides, les sphéroides ont été recueillis dans des tubes coniques de 50 ml. Ils ont ensuite
¢té colorés a I'hématoxyline ou l'acridine orange pendant 10 min. Suite a cela, ils ont été
lavés 4 fois pendant 5 min chacun avec du PBS 1X jusqu'a ce que 1’excés de colorant ai été
retiré des sphéroides. Ensuite, les sphéroides ont été fixés a I’aide d’une incubation de 15
min dans un fixateur histologique tamponné neutre appelé TissuFix (fourni par le
département de pathologie du CHUM-H6tel Dieu) et ensuite ils ont été lavés avec du PBS
1X 4 fois pendant 5 min. Afin de préparer les sphéroides pour la cryosection, les sphéroides
ont ét¢ incubés dans un gel appelé optimum cutting temperature (OCT) jusqu’a ce que des
coupes histologiques soient faites. Les sections de sphéroides ont ensuite été rincées dans du
PBS 1X 3 fois pendant 5 min. Les sphéroides fixés ont été perméabilisés pendant 10 min
dans du PBS 1X contenant 0,25% de Triton X-100, et ils ont été bloqués avec du PBST 1X
contenant 1% d’albumine de sérum bovin (BSA) pendant 30 min. Les sections ont ensuite
¢été incubées avec Tom22, GATA4, Nkx2.5 a 4°C pendant la nuit dans le PBST 1X
contenant 10% de sérum d’animaux, respectivement. Apres trois lavages de Smin chacun
dans du PBS 1X, les sections ont été incubées avec 1'anticorps secondaire pendant 1 h dans
l'obscurité a la température ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées 3 fois pendant 5
min a chaque fois avec du PBS 1X dans I'obscurité. Puis, les cryosections ont ét¢ montées et
colorées avec du 1,5 pg/ml de 4 ', 6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) contenant un réactif
protecteur contre la perte de fluorescence. Enfin, I'immunofluorescence a été visualisée a
l'aide d'un microscope inversé Zeiss (Zeiss IM, Carl Zeiss, Jena, Allemagne).

Dans le cas de la procédure d’immunocytochimie, les cellules ont été cultivées sur des
lamelles de verre circulaire recouvertes de 0,01% de poly-L-Lysine. Elles ont ensuite été
fixées par incubation de 15 min dans du tissuFix a température ambiante, et conservées a 4
degrés dans ce tampon fixateur jusqu'a son utilisation. Toutes les étapes subséquentes de
perméabilisation, de blocage, de lavage et d'incubation avec les anticorps ont été effectuées a
température ambiante. Les cellules fixées ont tout d’abord été lavée brievement avec du PBS
1X, puis elles ont été perméabilisées avec du PBS 1X contenant 0,25% de Triton X-100
pendant 10 min, et elles ont été bloquées avec du PBS-Tween (PBST) 1X contenant 1% de
BSA pendant 30 min. Les cellules ont ensuite ét¢ incubées pendant 1 heure avec les
anticorps primaires dilués 1/200. Aprées trois lavages de 5 min chacun dans du PBS 1X, les
cellules ont été incubées avec l'anticorps secondaire conjugué a la fluorescéine diluée 1/400
pendant 1h dans 1'obscurité a la température ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées 3

fois pendant 5 min a chaque fois avec du PBS 1X dans 'obscurité. Puis, les lamelles de verre
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ont ét¢ montées et colorées avec 1,5 pg/ml de 4 ', 6-diamidino-2-phénylindole (DAPI)
contenant un réactif protecteur contre la perte de fluorescence. Enfin, I'immunofluorescence
a ¢t¢ visualisée a l'aide d'un microscope inversé Zeiss (Zeiss IM, Carl Zeiss, Jena,

Allemagne).

I.3 ISOLATION DES «SIDE POPULATION» DE CELLULES P19 PAR
CYTOMETRIE EN FLUX (FACS) EN UTILISANT LE COLORANT NUCLEAIRE
HOECHST 33342 : les expériences d’isolation des SP de P19 ont été réalisées selon les

procédures de Goodell, M., et al. [55], avec des modifications mineures. Bri¢vement, un seul
homogénat cellulaire, obtenu par trypsinisation de cellules P19 en culture, a été centrifugé 5
min a 1000g et rincé une fois avec du milieu de culture alpha-MEM supplémenté avec 10%
de FBS pour éliminer les traces de trypsine. Le culot cellulaire a ensuite été remis en
suspension a 10° cellules par millilitre dans du milieu de culture alpha-MEM, supplémenté
avec 10% de FBS, contenant le colorant fluorescent Hoechst 33342 (Ho) (Sigma) aux
concentrations indiquées (voir procédure de Goodell, et al [55]) et incubé pendant 90 min
dans un bain marie chauffé a 37°C. Le contrdle négatif des SP a été exécuté 5 min avant
I’analyse par FACS, en incubant le culot cellulaire avec le Ho et le vérapamil (VP) (Sigma),
un bloqueur des pompes utilisées par les SP pour exclure le colorant Ho, aux concentrations
indiquées. Apres I’incubation a 37°C, les échantillons ont été refroidis sur la glace pendant 5
min et centrifugés a 1000g pendant 5 min a 4°C. Les cellules colorées avec le colorant Ho
ont ensuite été remises en suspension dans du D-PBS 1X pré-refroidi, supplémenté avec 2%
FBS, et maintenu sur de la glace dans 1'obscurité jusqu'a 1’isolement des cellules par FACS,
généralement pas plus de 30 min. Juste avant I’analyse par FACS, il a été ajouté 2 pg/ml
d'iodure de propidium (PI) (Sigma) afin de distinguer les cellules vivantes et les cellules

mortes.
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1.4 METHODOLOGIE DE LA REACTION EN CHAINE PAR POLYMERASE EN
TEMPS-REEL (RT-PCR) :

I1.4.1 EXTRACTION DE L’ACIDE RIBONUCLEIQUE (ARN) TOTAL : Avant de commencer
I’extraction d’ARN, tout l'espace de travail et tous les équipements ont été lavés avec un
décontaminant, le ribonucléase (RNase) AWAY. Ensuite, les échantillons de tissus
préalablement stockés a -80 °C, ont ensuite été placés sur la glace séche. Puis, a ’aide
d’azote liquide, les tissus ont été congelés et pulvérisés via un pistolet broyeur. Ensuite par
I’intermédiaire d’une spatule, 50-100 mg de chaque échantillon de tissu a été placé dans 1ml
de réactif TRIZOL. Enfin a I’aide d’un appareil Polytron, les tissus ont ét¢ homogénéisés
dans le TRIZOL. Les échantillons ont ét¢ homogénéisés (trois fois pendant dix secondes
(sec) a chaque fois) tout en étant maintenu sur de la glace. L'équipement a été lavée avec de
I'eau, 1'éthanol, et dans TRIZOL entre les groupes-échantillon (seulement pour des
¢chantillons de tissu). Les échantillons de cellules quant a eux ont été placés directement
dans 1 ml de TRIZOL (10° cellules pour 1 ml TRIZOL) et homogénéisés en étant vortexés 3
fois. Suite a cela, les échantillons homogénéisés ont été incubés pendant 5 minutes de 15 a
30 °C pour permettre la dissociation compléte des complexes nucléoprotéiques. Ensuite 0,2
ml de chloroforme, conservé dans la glace, a été ajouté pour chaque 1 ml de TRIZOL.
Chaque tube a été agité vigoureusement a la main pendant 15 secondes et incubé entre 15 et
30 °C pendant 2 a 3 minutes. Tous les échantillons ont été par la suite centrifugés pendant
15 minutes a une vitesse de 12.000 xg a 4 °C. Aprés la centrifugation, le mélange se sépare
en trois phases : une phase inférieure rouge, phase phénol-chloroforme, une interphase et
une phase aqueuse supérieure incolore. L’ARN reste exclusivement dans la phase aqueuse
supérieure. Le volume de la phase aqueuse est d'environ 60% du volume de réactif TRIZOL
utilisé pour 'homogénéisation. Ainsi, la phase aqueuse supérieure incolore a été transférée
dans de nouveaux tubes pré-refroidis. 0,5 ml d'isopropanol a été ensuite ajouté a chaque
tube, les tubes ont été¢ vortexés, et enfin laiss€¢ une nuit a une température de -20 ° C pour
laisser précipiter au maximum les ARNs au fond du tube. Le lendemain, les tubes ont été a

nouveau centrifugé pendant une période de dix minutes a une vitesse de 12.000 xg a 4 °C et
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le surnageant a ét¢ completement enlevé pour ne garder que le culot. 0,5 ml d'éthanol a 75%
préparé avec de 1’eau absent de ribonucléase - désoxyribonucléase (RNase-DNase),
conserveé dans la glace, a été ajouté a chaque tube, et les tubes ont été vortexés pendant une
minute. Les tubes ont ensuite été centrifugés pendant une période de 5 min a une vitesse de
7500 xg a 4 °C, et une fois de plus le surnageant a été completement enlevé. Le culot d'ARN
a été laissé a l'air libre pendant une période de dix minutes tout en étant maintenu sur de la
glace, et I'eau sans RNase-DNase a finalement été¢ ajouté a chaque tube afin de dissoudre
I'ARN. Chaque tube a été ensuite mis a incuber dans un bain d'eau a 65 °C pendant une
période de cinq minutes, replacé tout de suite dans de la glace pour refroidir les échantillons,
vortexé, et placé ensuite dans une machine de spin-down pendant dix secondes, afin que la
concentration des ARNSs puisse étre mesurée ultérieurement. Mesure de la concentration des
ARNSs: 2 uL de chaque échantillon d'ARN a été placé dans 0,5 ml d'eau absent de RNase-
DNase, puis chaque échantillon a été vortexé et la concentration en ARN de chaque
¢chantillon a été mesurée en utilisant le spectrophotométre Ultrospec 3100 pro UV / visible.

Un ratio A260/A280 de 1.6 a 2.4 implique une bonne pureté de I'échantillon.

I1.4.2 PURIFICATION DES ARN AVEC LE TRAITEMENT DNAse: 30 pg d'ARN a été
prélevé de chaque échantillon et a ceux-la assez d'eau absente de RNase-DNase a été ajouté.
Puis, une solution de trishydroxyméthylaminométhane - acide chlorhydrique (Tris-HCI) 200
mM, une solution de chlorure de magnésium (MgCl,) 20 mM, de désoxyribonucléase
(DNase) 1 (182 unités / puL), et de RNaseOUT (40 unités / pL) ont été ajoutés a chaque
¢chantillon. Les échantillons ont ensuite été incubés pendant une période de 30 min a 37 °C,
et du TRIZOL ainsi que du chloroforme ont été ajoutés par la suite a chaque échantillon.
Chaque échantillon a été agité doucement pendant une période de 15 secs, puis les
¢chantillons ont été incubés pour une période de cinq minutes a température ambiante. Les
¢chantillons ont ensuite été centrifugés pour une période de 15 min a une vitesse de 12.000
xg a 4 °C, et la phase aqueuse supérieure incolore a été récupérée. Puis 1'isopropanol a été
ajouté a chaque échantillon, les échantillons ont été vortexés, et laissés toute la nuit a -20
degrés pour laisser précipiter 'ARN. Le lendemain, les tubes ont été centrifugés a nouveau

pour une période de 10 min a une vitesse de 12.000 xg a 4 °C et le surnageant a été
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completement enlevé. L'éthanol a 75% préparée avec l'eau absent de RNase, conservé dans
la glace, a été ajouté a chaque tube, et les tubes ont été vortexés pendant une minute. Les
tubes ont ensuite été centrifugés pendant une période de 5 min a une vitesse de 7500 xg a 4
°C, et une fois de plus le surnageant a été complétement enlevé. Le culot d'ARN a été laissé
a l'air libre pendant une période de dix minutes tout en étant maintenu sur de la glace, et de
I'eau absent de RNase a finalement été ajouté a chaque tube afin de dissoudre 1'ARN.
Chaque tube a été ensuite mis a incuber dans un bain d'eau a 65 °C pendant une période de 5
min, replacé tout de suite dans de la glace pour refroidir les échantillons, puis les
¢chantillons ont été vortexés et placé dans une machine de spin-down pendant dix secondes

afin que la concentration des ARNs puisse étre mesurée ultérieurement.

I1.4.3 TRANSCRIPTION INVERSE DE L'ARNm EN ADNCc: 4 pg d'ARN ont été prélevé sur
chaque échantillon et & ceux-la assez d'eau absente de RNase-DNase a été ajouté pour
atteindre le méme volume final dans chaque tube. Ensuite, une solution d'amorces aléatoires
a été ajoutée a chaque échantillon. Les échantillons ont ensuite été¢ incubés pendant une
période de 10 min a 70 °C. Apres cette étape, une solution de First Strand Buffer 5X, une
solution de déoxynucléoside triphosphate (ANTPs) (Adénine, Cytosine, Guanine, Thymine),
de I’eau absent de RNase, une solution de dithiothreitol (DTT) 0.1M, une solution de
RNaseOUT, et une solution d’enzyme reverse transcriptase de M-MLV ont ensuite été
ajoutées a chaque échantillon. Les échantillons ont ensuite ét¢ bien agités et incubés pendant

une période de 60 min a 42 °C suivi de 5 min a 70 °C.

I1.4.3 EXTRACTION DES RESULTATS A PARTIR DE L'ADNc:

Une fois que l'acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc) a bien été vortexé, 2ul
d'ADNCc ont ensuite été placés dans les puits d'une plaque a PCR de 96 puits iCycler iQ. A
chaque puits, il a été ajouté une solution composé¢ de : IQTM SYBR Green Supermix, de
I’eau absent de RNase-DNase, 50 pmol d'amorces Sens et 50 pmol d’amorces anti-Sens, afin
d’obtenir un volume final dans chaque puits de 20uL. La plaque a ensuite été recouverte

d'un film protecteur, et placée la machine de PCR en temps réel (Color Real-Time PCR



42

Detection System iCycler iQ), et pour finir le programme d’amplification de la plaque de

PCR sélectionnée a été démarré.

I1.4.4 PARAMETRES D'AMPLIFICATION DE LA MACHINE DE PCR EN TEMPS REEL:

Cycle 1: 95 °C pendant 03:00 min
Cycle 2 (40X): 95 °C pendant 00:25 min
60 °C pendant 00:25 min

72 °C pendant 00:40 min

Cycle 3: 95 °C pendant 01:00 min
Cycle 4: 55 °C pendant 01:00 min
Cycle 5: 55 °C pendant 00:10 min

IL.4.5 SELECTION DU GENE CONSTITUTIF GAPDH POUR LA MESURE SEMI-
QUANTITATIVE DE L'EXPRESSION DES ARNm: glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH) a été utilisé, comme gene constitutif dans toutes les expériences
décrites, dans le but de normaliser tous les niveaux dARNm a la fois entre et au sein des
groupes d'échantillons, et aussi dans les deux cas. La raison pour laquelle GAPDH a été
utilisé, est que dans toutes les expériences, celui-ci a montré un taux de variabilité trés bas

entre les échantillons.
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I1.4.6 CALCUL DE L'EXPRESSION DES ARNm PAR LA MACHINE DE PCR EN TEMPS
REEL: L'expression relative des produits de RT-PCR a été déterminée par la méthode
AACT. Cette méthode calcule l'expression relative a 'aide de 1'équation: nombre de fois ou
le géne est induit = 2 - [AACT] ou CT = le cycle seuil, c'est a dire le nombre de cycles au
cours duquel le niveau de fluorescence relatif de chaque échantillon s'éléve au-dessus de
celui du niveau de fluorescence de fond; AACT = ACT de I’échantillon d'essai — ACT de
I’échantillon de calibration; et ACT = CT de la cible — CT de la référence. Un des
¢chantillons de controle a été choisi comme échantillon d'étalonnage et testé dans chaque
PCR. Chaque échantillon a été amplifi¢ en double, et la moyenne CT a été prise dans
'équation AACT. GAPDH a été choisi pour la normalisation, car ce géne a montré une

expression cohérente par rapport a d'autres geénes constitutifs dans nos expériences.

I1.5 METHODE D’IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN :

IL.5.1 PREPARATION DU TAMPON DE LYSE CELLULAIRE
RADIOIMMUNOPRECIPITATION ASSAY (RIPA) : La solution RIPA a été préparée comme
suit : solution de chlorure de sodium 150 mM, solution de Triton X-100 1%, solution de
sodium déoxycholate 0.5%, solution de SDS (sodium dodécyl sulfate) 0.1%, solution de
trishydroxyméthylaminométhane (Tris) 50 mM et assez d'eau distillée pour atteindre un

volume total de 100 ml, ont ét¢é ajoutés. Puis le pH a été ajusté a pH 8,0.

I1.5.2 EXTRACTION DES PROTEINES: Les cellules ont été mises sur la glace et elles ont été
lavées avec du PBS 1X froid 2 fois. Puis le PBS 1X a été aspiré avec une pompe afin de
pouvoir ajouter le tampon RIPA contenant les inhibiteurs de protéases et de phosphatases
(les quatre inhibiteurs: sodium fluoride (NaF), flurorure de phenylméthanesulfonyle
(PMSF), acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA), et pepstatine A a la solution RIPA
dans un rapport de 10uL d’inhibiteur / 1 ml RIPA). Aprés avoir ajouté le tampon RIPA, les

cellules ont été grattées avec un racloir cellulaire, puis transférées dans différents ependorfs
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étiquetés pré-refroidis. Les échantillons ont ensuite été vortexés chaque 5 min pendant 30
min sur la glace. Puis les échantillons ont subi une sonication de 10 sec 2 fois. Puis, une fois
les échantillons homogénéisés, ils ont ensuite €té centrifugés pour une période de 20 min a
une vitesse de 12.000 xg a 4 °C, et le surnageant a été transféré dans de nouveaux tubes pré-

refroidis.

I1.5.3 MESURE DE LA CONCENTRATION EN PROTEINES: Les dilutions des échantillons
ont été préparées par addition d'eau distillée a chaque échantillon, puis les échantillons ont
été vortexés, puis 100 ul de chaque échantillon ont été déplacés dans de nouveaux tubes de
sorte que chaque tube ait maintenant 100 pl de la solution. Les dilutions de la courbe
standard ont été¢ préparées en prenant 12 tubes, 1'ajout de 100 pl d'eau distillée et 0 pl de
BSA (0,2 mg / ml) dans les deux premiers tubes, 80 ul d'eau distillée et 20 pul de BSA dans
les deux prochains, 60 pl d'eau distillée et 40 ul de BSA dans le deux suivants, 40 pl d'eau
distillée et 60 pl de BSA dans deux tubes d’apres, 20 ul d'eau distillée et 80 ul de BSA dans
les tubes suivants, et enfin, 0 pl d'eau distillée et 100 pl de BSA dans les deux derniers
tubes. La solution de Bradford a été préparée en combinant la solution de Bradford a de I'eau
distillée (proportion de 1 : 4 respectivement), et enfin 2 ml de cette préparation de solution
de Bradford a été ajouté a chaque tube préparé. L'absorbance a ét¢ mesurée a 595 nm en

utilisant le spectrophotomeétre Ultrospec 3100 Pro UV / visible.

IL.5.4 PREPARATION DES ECHANTILLONS: A partir des mesures de concentration en
protéine données par le Spectrophotometre, la quantité¢ d'échantillon nécessaire pour
atteindre une concentration finale en protéines d’au moins 3 pg / pl a été calculée, et la
dilution ultérieure nécessaire effectuée en ajoutant de l'eau distillée selon les besoins. Pour
ce mélange, une solution de tampon de chargement 5X a été ajouté afin d'obtenir un tampon
de chargement 1X, et les échantillons ont été¢ chauffés dans l'eau bouillante pendant une
période de cinq minutes. Ils ont ensuite été remis sur la glace, bien vortexés et enfin placés a
l'intérieur de la machine spin-down pendant 10 secondes. Le tampon de chargement 5X a été
initialement préparé comme suit: 2,5 ml d'une solution de Tris 1,25 M a un pH de 6,8, 5 ml

de glycérol, 1 g de SDS, et 2,5 ml béta-mercaptoéthanol. La solution compléte a été chauffée
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doucement dans un bain-marie pendant une période de dix minutes pour que le SDS puisse
se dissoudre completement dans la solution, et quelques gouttes de bleu de bromophénol ont

finalement été ajoutées.

I1.5.5 PREPARATION DES GELS: afin de migrer les échantillons, deux gels ont été préparés,
un gel de séparation et un gel d’entassement. Le gel de séparation (gel inférieur) a été
préparé en combinant les matériaux suivants : 8,33 ml d'acrylamide, 10,04 ml d'eau distillée,
6,25 ml de Tris pH 8,8, 250 ul de SDS 10%, 12,5 pul de NNN'N'-tétraméthyléthylénediamine
(TEMED), et enfin 125 ul de persulfate d'ammonium (APS) préparé frais en plagant d'abord
0,1 g d’APS dans 1 ml d'eau distillée. Le gel d’entassement (gel supérieur) a été préparé en
combinant les matériaux suivants : 1,3 ml d'acrylamide, 6,1 ml d'eau distillée, 2,5 ml de Tris
pH 6,8, 100 pul de SDS 10%, 10 pul de TEMED et 50 ul d’APS fraichement préparés comme

décrit précédemment.

I1.5.6 PROCEDURE D'ELECTROPHORESE: 1e tampon d'électrophorése 1X a été préparé en
combinant 100 ml de tampon d'¢lectrophorese 10X avec 900 ml d'eau distillée. Le tampon
d'électrophorése 10X a été préparé en combinant 144,2 g de glycine, 24,2 g de Tris
UltraPure, 10 g de SDS 1%, et suffisamment d'eau distillée pour remplir un récipienta 1 L,
puis le pH de la solution finale a été ajusté a une valeur finale de 8,3. En ce qui concerne la
procédure d'électrophorese elle-méme, un peigne de 10 puits a été utilisé et 10 pg de
protéines provenant de chaque échantillon a été ajouté a coté du premier puit chargé avec 15
ul de solution de standard de poids moléculaires (Precision Plus Protein). Quatre gels ont été
placés dans I’appareil a électrophorese (Bio-Rad Mini PROTEAN Tetra Cell) avant le début
de la procédure d'¢lectrophorése. En ce qui concerne le lancement de 1’¢électrophorese, la
migration des échantillons dans les gels a été exécutée pour une période de 20 min a 100V,
puis a 140V jusqu'a ce que la protéine d'intérét ait migrée vers deux tiers de la descente de la

longueur du gel.
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I1.5.7 PROCEDURE DE TRANSFERT DE TYPE «SEMI-DRY»: Le tampon de transfert 1X a
¢été préparé en combinant 100 ml du tampon de transfert 10X avec 200 ml de méthanol et
700 ml d'eau distillée. Le tampon de transfert 10X a été préparé en combinant 38.2 g de Tris
UltraPure, 29.3 g de glycine, 3.75 g de SDS 1%, et suffisamment d'eau distillée pour remplir
un récipient de 1 L. Le pH n'a pas été ajusté. En ce qui concerne la procédure de transfert
semi-dry, tous les gels et les membranes ont d'abord été placés dans la solution tampon de
transfert 1X pour une période d'au moins 15 minutes avant le début de la procédure elle-
méme. Par la suite, trois morceaux de papier buvard, les membranes, les gels, et trois autres
morceaux de papier buvard ont été superposés a l'intérieur de 1’appareil de transfert (Bio-
Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell), tout en s'assurant qu’aucune bulle d'air ne se
forme entre les deux couches. L'appareil a ensuite été fermé et exécuté pour une période de 1

heure et 15 min a 20V.

I1.5.8 POINT DE CONTROLE AVEC LE PONCEAUX ROUGE, LAVAGE, ET BLOCAGE: Aprés
que le transfert a été achevé, les membranes ont été retirées et trempés dans une solution de
Ponceaux rouge pour une période d'environ 3 min. La solution Ponceaux rouge a été
préparée en combinant 1g de Ponceaux et 15g d’acide trichloro-acétique (TCA) avec de
l'eau distillée assez pour remplir un conteneur de 500 ml. Les membranes ont ensuite €té
lavées en douceur avec de 1'eau distillée jusqu'a ce que I’excés de rouge ne soit plus visible
sur les membranes. Le point de controle a cette étape fait en sorte qu’on puisse supposer que
le transfert a été exécuté avec succes. Aprés ce point de contréle, et en supposant un
transfert réussi, les membranes ont été lavées trois fois avec du tris-buffered saline-tween20
(TBST) 1X. Le TBST 1X a été préparé en combinant 1 ml de Tween 20 avec 1L de tris-
buffered saline (TBS) 1X. Le TBS 1X a été préparé¢ en combinant 100 ml de TBS 10X avec
900 ml d'eau distillée. La TBS 10X a été préparé en combinant 87,7 g de chlorure de sodium
(NaCl) et 24,2 g de Tris a de 1'eau distillée, assez pour remplir un conteneur a 1 L, puis
ajuster le pH de la solution compléte a une valeur finale de 7-7,5. Les membranes ont
ensuite été lavées pendant une période de cinq minutes la premiere fois, dix minutes pour la
deuxieme fois, et 15 min pour la troisiéme fois, et ont été ensuite bloquées en étant incubées

dans une solution de 5 g de poudre de lait écrémé dilué¢ dans 100 ml TBST 1X. Le blocage a
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été fait durant la nuit a 4 °C.

I1.5.9 QUANTIFICATION DES BANDES: Les films autoradiographiques ont été¢ numérisés et
sauvegardés dans des fichiers portant 1’extension ".tif" sans aucune compression. En
utilisant le programme Image J 1.45s, ces images ont ensuite été ouvertes, automatiquement
contrastées, et transformées en négatifs. L'étape suivante, faite manuellement, impliquait
d’entourer chaque bande attendue de la protéine d'intérét, a 1’aide de 1’outil de sélection
rectangulaire. La protéine d’intérét a toujours été identifiée en comparant la position de la
bande obtenue avec l’échelle de notre standard de poids moléculaire. Afin de pouvoir
quantifier nos bandes d’intérét avec précision, on a utilisé 1’outil d’analyse d’image J appelé
"Gels" comme suit : en premier cliquer sur "select first lane", puis faire glisser la fleche du
curseur autour de chaque bande a I'aide de la sé€lection rectangulaire, et enfin lorsque toutes
les bandes sont sélectionnés, cliquer sur "plot lanes" pour obtenir l'intensité relative de
chaque bande tel que donnée par l'ordinateur. La quantification fut d'abord faite pour la
protéine constitutive GAPDH, et par la suite pour toutes les autres protéines d'intérét. Une
fois que toutes les valeurs ont été obtenues, les valeurs ont été normalisées en divisant la
valeur de chaque échantillon de chaque protéine d'intérét par leurs valeurs correspondantes
en termes de protéine constitutive GAPDH. Les résultats ont été représentés graphiquement

en utilisant le logiciel GraphPad Prism 3.

I1.6 PRODUCTION DE GMPc ET RADIOIMMUNOASSAY (RIA): Les cellules P19
propagées dans des plaques de 12 puits (Costar Corp) ont été prétraitées avec de
I’isobutylméthylxanthine (IBMX, 0,2 mM) pendant 30 min avant l'addition de 'ANP (10
™), A71915 (10°® M) ou ANP + A71915. Les cellules P19 stimulées avec ’A71915 et la
combinaison A71915+ANP ont été prétraitées pendant 30min avec I’antagoniste A71915
avant de débuter 1’incubation des cellules P19. Suite a cela, les cellules ont été stimulées et
incubées a 37 °C pendant 15, 30 et 60 min avant d'en extraire les cellules et le milieu de
culture. Afin de doser la production de GMPc dans le milieu extracellulaire et intracellulaire,

le milieu de culture a été prélevé apres 15, 30 et 60 min de stimulation avec les peptides afin
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d’obtenir la fraction extracellulaire et la fraction intracellulaire a été obtenue lorsque la
réaction a été stoppée par 1'élimination du milieu contenant I'IBMX et les peptides suivi de
deux lavages avec du PBS 1X froid. Apres cette étape, les cellules ont été lysées avec un
tampon de lyse appelé «cold lysis buffer» contenant des inhibiteurs de phosphatases et de
protéases. Puis, les plaques ont été placées sur la glace pendant 30 min, et le tampon de lyse
contenant les cellules a été recueilli pour des mesures ultérieures. Les niveaux de GMPc ont
¢té mesurés avec un kit de RIA standard. Pour les traitements avec l'antagoniste A71915,

l'antagoniste a été ajouté 30 min avant le début de la stimulation du GMPc.

Les sphéroides induits par la stimulation de I'ANP (10-7M), OT (10-7M) et de ’ANP + OT,
pendant 5 jours ont été cultivés 2 jours de plus dans des pétri de culture pour les laisser
attacher. Ensuite les cellules ont été prétraitées avec de 1’isobutylméthylxanthine (IBMX,
0,2 mM) pendant 30 min, puis elles ont été lavées briévement pour €éliminer la présence des
peptides, avant d'ajouter le tampon de lyse contenant des inhibiteurs de phosphatases et de
protéases. Une fois le tampon de lyse ajouté, les plaques ont été placées sur la glace pendant
30 min, et le tampon de lyse contenant les cellules ont été recueillies pour des mesures

ultérieures. Les niveaux de GMPc ont été mesurés avec un kit de RIA standard.

Les dilutions de la courbe standard ont été préparées en prenant 24 tubes (12 tubes en double
exemplaire). La courbe standard inclus également le totale (la radioactivité seule), le
background (I'eau acétylée + la radioactivité) et I'anticorps (anticorps + eau acétylée + la

radioactivité).

I1.7 VIABILITE CELLULAIRE : Pour évaluer la viabilité des cellules, nous avons utilisé
le Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. L'effet des différents
traitements sur la viabilité des cellules a été mesuré en utilisant un kit MTT, qui est basé sur
la transformation du 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
en cristaux de formazan par I’enzyme succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules
vivantes ayant une activité métabolique. Les cellules ont été propagées dans des pétris de

culture de 96 puits avec une densité de 1000 cellules / puits dans du milieu de culture alpha-
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MEM supplémenté avec 10% de FBS et 1% Pen / Strep. Apres 24h d'incubation a 37 °C
dans une atmosphére humidifiée a 5% de CO,, les peptides a tester ont été ajoutés dans
chaque puits pendant 2h. Le milieu de culture contenant les peptides a ensuite été aspiré et
100 pL de la solution de MTT a été ajouté pour une incubation de 2h. Puis la solution de
MTT a été retirée et remplacée par 100 ul de DMSO pour dissoudre les cristaux de
formazan produits et finalement, l'absorbance a ¢ét¢ lue a 490 nm en utilisant un
spectrophotométre pour microplaques. Pour les traitements avec I'antagoniste de la
guanylate cyclase particulée A71915, I’antagoniste a été ajouté 30 min avant de débuter le

traitement cytotoxique.

I1.8 ANALYSES STATISTIQUES : Les valeurs sont exprimées en moyenne + SE. Les
comparaisons statistiques ont été faites en utilisant GraphPad Prism 3 (GraphPad Software,
San Diego, CA). La signification statistique a été évaluée avec un t-test non appari¢ de
comparaison entre les 2 groupes ou avec ANOVA pour la comparaison et le contraste entre

plusieurs groupes. Le niveau de signification a été fix¢ a une valeur P < 0,05.

Tableau 1 - Réactifs employés dans la culture cellulaire.

Réactifs Compagnie No. Cat
MEM-Alpha medium 1X GIBCO 12571
Qualified FBS GIBCO 12483
Antibiotic 1X (Penicillin/Streptomycin) GIBCO 15140
Trypsin 0.25%/EDTA 0.1% MULTICELL 325-043-EL
Acutase Innovative Cell Technology AT104




Tableau 2 - Séquences des amorces pour le PCR en temps réel.
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Génes Amorces sens (5°-3”) Amorces anti-sens (5°-3°)

ANP CAGCATGGGCTCCTTCTCCA GTCAATCCTACCCCCGAAGCAGCT

OTR AAGATGACCTTCATCATTGTTC CGACTCAGGACGAAGGTGGAGGA
GATA4 CACTATGGGCACAGCAGCTCC TTGGAGCTGGCCTGCGATGTC
GAPDH TTCAATGGCACAGTCAAGGC TCACCCCATTTCATGTTAGCC
NPR-A AGTACGCCAACAACCTGGAG AAGAGCTGTAAAGCCCACGA
NPR-B TCATGACAGCCCATGGTAAA GGTGACAATGCAGATGTTGG

OTR, récepteur de D’ocytocine; ANP, peptide natriurétique auriculaire; le facteur de

transcription GATA-4 ; GAPDH, glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ; NPR-A,

récepteur peptidique natriurétique de type A ; NPR-B, récepteur peptidique natriurétique de

type B.
Tableau 3 - Réactifs employés dans la réaction de PCR en temps réel.
Réactifs Compagnie No. Cat
RNase AWAY Molecular BioProducts 7003
Trizol Invitrogen 15596-018
Chloroform Fisher Scientific C-574
Isopropanol Laboratoire MAT TH-0101
Ethanol ACP E-2205
RNase-free Water GIBCO 10977-015
UltraPure Tris Invitrogen 15504-020
10X PCR Rxn Buffer - MgCl, Invitrogen Y02028
DNase 1 (242U/ul) Invitrogen 18047-019
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RNaseOUT (40 U/ul) Invitrogen 100000840

Random Primer Invitrogen 48190-011

5X First Strand Buffer Invitrogen Y02321

dNTP set (100mM each A,C,G,T) | Invitrogen 55082, 55083, 55084, 55085
0.1 M DTT Invitrogen Y00147

M-MLYV reverse transcriptase Invitrogen 28025-013

iQTM SYBR Green Supermix BIO-RAD 20289

iCycler iQ PCR Plates, 96 well BIO-RAD 2239441

Tableau 4 - Réactifs employés dans 'immunofluorescence.

Réactifs Compagnie No. Cat
Tissue Fix Chaptec Inc. N/A
Polysine Microscopy Slides Thermo Scientific P-4981
D-PBS 1X GIBCO 14190
Mayer’s Hematoxylin Solution Sigma MHS1
VWR micro cover glass VWR International 49393 106
ProLong Gold with DAPI Invitrogen P36931
Poly-L-Lysine 0.01% Sigma P4832
Acridine Orange Becton Dickinson (BD) 212536




Tableau 5 - Réactifs employés dans I'immunobuvardage de type Western.
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Réactifs Compagnie No. Cat
UltraPure Tris Invitrogen 15504-020
NaCl ACP S2838
NP-40 Sigma 13021
Sodium deoxycholate Sigma D6750
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Invitrogen 15525-017
PMSF Sigma P7626
EDTA Sigma E6758
Pepstatin A Sigma P5318
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma A7888
Protein Assay (Bradford) Bio-Rad 500-0006
Glycerol Sigma G6279
Beta-mercaptoethanol Gibco 21985-023
Bromophenol blue Sigma B-5525
Acrylamide Invitrogen 15512-023
TEMED Sigma T-8133
Ammonium persulfate (APS) Sigma A3678
Glycine Invitrogen 15527-013
Precision Plus Protein Standards Bio-Rad 161-0375
Methanol ACP M-3660
Hybond-C Extra Nitrocellulose Membrane (0.45 microns) Amersham RPN303E
Ponceaux MP Biomedicals 190644
Trichloroacetic acid (TCA) Sigma T9159
TWEEN 20 Sigma P1379
Dry non-fat milk Carnation 500¢g
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anticorps Anti-GAPDH Santa Cruz sc-25778

Donkey anti-goat IgG-HRP Santa Cruz sc-2020
anticorps Anti-rabbit IgG-HRP GE Healthcare NA934V
Systéme de détection ECL+ GE Healthcare RPN2132
Cassette d’autoradiographie Fisher Scientific FBCA 810
Scientific Autoradiography Film Progéne 39-20810

Tableau 6 - Conditions dans lesquelles les anticorps primaires ont été utilisés

(Immunobuvardage).
Protéines d’intérét Anticorps Concentration Temps Temp.
primaire d’incubation
GATA-4 Anti-GATA-4 1:4000 3 jours 4°C
Nkx2.5 Anti-Nkx2.5 1:4000 Toute la nuit 4°C
GAPDH Anti-GAPDH 1:20000 35 min TP

Tableau 7 - Conditions dans lesquelles les anticorps secondaires ont été utilisés

(Immunobuvardage).
Protéines d’intérét Anticorps secondaire Concentration Temps d’incubation Temp.

GATA-4 Anti-souris IgG-HRP 1:10000 1 heure 30 min TP
anticorps

Nkx2.5 Donkey anti-chévre 1:50000 1 heure 30 min TP
IgG-HRP

GAPDH Anti-lapin IgG-HRP 1:20000 35 min TP
anticorps

Tableau 8 - Temps d'exposition et poids moléculaire des protéines d’intéréts
(Immunobuvardage).
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Protéines d’intéréts

Temps d’exposition

Poids moléculaire

GATA-4 1 min (ECL Advance) 50 kDa
Nkx2.5 15 min (ECL Advance) 40 kDa
GAPDH 3  min (ECL Plus) 37 kDa




CHAPITRE I1I : RESULTATS

I11.1 SELECTION PAR FACS DES « SIDE POPULATION » (SP) DE CELLULES
SOUCHES EMBRYONNAIRES CARCINOMATEUSES DE SOURIS P19

Nous avons isolé par tri cellulaire activé par fluorescence (FACS), la population de cellules
exprimant le transporteur ABCG2, ayant la caractéristique de fortement promouvoir 1’efflux
du colorant fluorescent Hoechst 33342. Les cellules mortes et les cellules vivantes ont été
séparées en utilisant le colorant fluorescent iodure de propidium. Dans I’expérience contrdle,
le bloqueur des transporteurs ABC, vérapamil, a été utilisé afin d’empécher 1’efflux du
colorant Hoechst 33342 a partir des cellules et, par conséquent, les cellules SP n'ont pas été
détectées. Dans le cadre de notre expérience, nous avons mis en évidence 1’existence de
cellules SP au sein de I’ensemble des cellules P19. Nous avons aussi remarqué que la
proportion des cellules SP ne représente que 1.63% de la population principale de cellules

P19 (Figure 1).
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Figure 1 - Isolation des SP a partir des cellules P19.
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Représentation du profil des cellules souches embryonnaires carcinomateuses de souris P19
marquées avec le colorant fluorescent Hoechst 33342 par FACS. Le graphique R1 représente les
débris cellulaires et les cellules viables, le graphique R2 représente les cellules mortes et enfin le
graphique R3 représente les cellules triées par FACS. Le pourcentage de cellules SP est indiqué dans
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la section R3, soit 1,63% de I’ensemble de la population de cellules P19 triées. Ainsi, on peut
observer qu’une trés faible proportion des cellules P19 ont les caractéristiques des cellules SP.

I11.2 CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUES DES SP DE CELLULES P19

Nous avons vérifié que nos cellules isolées par FACS pour les SP n’avaient pas perdu leurs
propriétés de cellules souches avant I’induction de la différenciation. A cet effet, nous avons
utilis¢ OCT3/4 et SSEA1, deux marqueurs de 1'état indifférencié¢ et de 1’état pluripotent.
Nous avons détecté la présence de ces deux marqueurs dans nos cellules sélectionnées

confirmant ainsi que nos cellules SP ont bien des caractéristiques de cellules souches

pluripotentes (Figure 2A et Figure 2B)

Figure 2A - Les SP de cellules P19 expriment le marqueur phénotypique de I'état
indifférencié SSEA1.

Les cellules SP sélectionnées a partir des cellules P19 ont été fixées, perméabilisées puis
immunocolorées pour la détection du marqueur de 1’état indifférencié SSEA1. Le fluorophore DAPI
(en bleu) a été utilisé en tant que marqueur nucléaire. La localisation spécifique de SSEA1 (en vert)
se localise autour du noyau (en bleu). La fusion des signaux fluorescents (MERGE) indique une
coloration membranaire, SSEA1 et DAPI. Les images ont été prises avec un grossissement de 20X.
Nous avons utilis€ comme contrdle négatif des cellules mises en présence de 1I’immunoglobuline G

de I’animal avec lequel 1’anticorps primaire a été produit pour vérifier la spécificité de la réaction.
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MERGE

Figure 3 (2B) - Les SP de cellules P19 expriment le marqueur phénotypique de I’état
indifférencié et d’auto-renouvellement OCT3/4.

Les cellules SP sélectionnées a partir des cellules P19 ont été fixées, perméabilisées puis
immunocolorées pour la détection du marqueur de I’état indifférencié et d’auto-renouvellement
Oct3/4. Le fluorophore DAPI (en bleu) a été utilisé en tant que marqueur nucléaire. La localisation
spécifique d’Oct3/4 (en rouge) se colocalise avec le noyau (en bleu). La fusion des signaux
fluorescents (MERGE) indique une coloration nucléaire, Oct3/4 et DAPI. Les images ont été prises
avec un grossissement de 10X. Nous avons utilis¢ comme controle négatif des cellules mises en
présence de I’immunoglobuline G de I’animal avec lequel I’anticorps primaire a été produit pour
vérifier la spécificité de la réaction.

I11.3 DETERMINATION DE LA CONCENTRATION OPTIMALE DES
INDUCTEURS

Nous avons essayé¢ d’une part de déterminer quelle concentration d'ocytocine et d’ANP était la plus
appropriée pour induire la différenciation. D’autre part, nous voulions vérifier si 1’antagoniste du
guanylate cyclase particulé, A71915, a sa concentration la plus optimale soit 10°M n’était pas trop
nocif pour les cellules lorsqu’ajouté aux cellules, seul ou en combinaison avec OT et ANP. Pour
¢valuer la meilleure concentration de ces substances, nous avons utilis¢ un test MTT pour
I'évaluation de la viabilité cellulaire. En effet, pour favoriser la différenciation des SP de cellules
souches embryonnaires P19 en cardiomyocytes, nous avions besoin des cellules présentant une
activité métabolique suffisante en vertu de la stimulation des composés. La production de formazan
résultant semble étre proportionnelle au niveau du métabolisme énergétique des cellules. Ainsi, nous
avons observé qu’a des concentrations ¢levées I’OT (Figure 3A) et I’ANP (Figure 3B) diminuent la
viabilité des cellules, or a des concentrations allant de 10"° 2 107 M I’OT ne diminue pas la viabilité
cellulaire (Figure 3A) tandis que I’ANP diminue toujours la viabilité cellulaire a des concentrations

plus faibles telles que 10® M. On peut observer, qu’a 107 M, I’OT a une tendance 4 augmenter la
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viabilité cellulaire. Bien que I’ANP diminue la viabilité cellulaire entre 10® M et 10° M, on peut
observer qu’a 10”M on obtient le moins de cytoxicité pour les cellules SP P19. Nous avons donc
décidé d’utiliser I’OT et I’ANP 4 la concentration de 10”’M afin d’éviter au maximum d’induire de la
cytotoxicité dans nos cellules. D’autre part, nous avons observé que I’ajout de 1I’antagoniste A71915
10°M diminuait la viabilité (Figure 3C) cellulaire mais que cette diminution était presque identique
au niveau de viabilité cellulaire des cellules P19 exposée a I’ANP 10”M. Nous avons donc décidé
d’utiliser cet antagoniste a sa concentration la plus optimale, soit 10°M, seul ou en combinaison avec

OT et ANP
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Figure 4 (3A) - Effet de I’OT sur la viabilité des cellules SP P19 en monocouche.

Les résultats proviennent d'au moins trois expériences indépendantes. Les différences statistiquement
significatives (P <0,05) sont désignées comme ‘'*" en comparaison au groupe controle (CTRL). Les
valeurs représentées constituent les moyennes de chaque groupe £ SEM (n=12). L’OT diminue
significativement la viabilité cellulaire & partir de 10°M. Il n’y a pas de différences significatives a
partir de 107M.
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Figure 5 (3B) - Effet de I’ANP sur la viabilité des cellules SP P19 en monocouche.

Les résultats proviennent d'au moins trois expériences indépendantes. Les différences statistiquement
significatives (P <0,05) sont désignées comme “'*" en comparaison au groupe contrdle (CTRL). Les
valeurs représentées constituent les moyennes de chaque groupe £ SEM (n=9). L’ANP diminue
significativement la viabilité cellulaire & partir de 10™M.
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Figure 6 (3C) - Effet de I’antagoniste A71915 sur la viabilité des cellules SP P19 en
monocouche.

Les résultats proviennent d'au moins trois expériences indépendantes. Les différences statistiquement

‘V*"

significatives (P <0,05) sont désignées comme en comparaison au groupe contréle (CTRL). Les valeurs

représentées constituent les moyennes de chaque groupe + SEM (n=6). L’ANP diminue significativement la
viabilité cellulaire 4 10"M. A71915 diminue significativement la viabilit¢ & 10°M, de méme que sa
combinaison avec OT et ANP.

I11.4 STRUCTURE DES CORPS EMBRYOIDES OU SPHEROIDES :

En utilisant la microscopie a fluorescence et la microscopie photonique, nous avons observé
la structure interne des sphéroides. Par immunofluorescence, nous avons coloré le
cytoplasme en vert (acridine orange) et les noyaux en bleu (DAPI), a 1’aide de cryosection
dans les sphéroides (Figure 4A). Ensuite, nous avons confirmé notre observation en utilisant
la microscopie photonique (Figure 4B). Nous avons ainsi pu remarquer qu’il y avait une
absence de structure interne dans les sphéroides puisque dans ces zones on ne retrouvait pas

de noyaux.
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ACRIDINE ORANGE + DAPI

Figure 7 (4A) - Structure des corps embryoides observée par immunofluorescence.

Le fluorophore DAPI (en bleu) a été utilisé en tant que marqueur nucléaire. La localisation
spécifique de 1’acridine orange (en vert) se localise autour du noyau (en bleu). La fusion des signaux
fluorescents (acridine orange + DAPI) indique une coloration cytoplasmique. Les images ont été
prises avec un grossissement de 10X.

VI/E PANORAMIQUE

Figure 8 (4B) - Structure des corps embryoides observée par microscopie photonique.

Les images ont ét¢ prises avec un grossissement de 10X.

I11.5 EFFET CARDIOMYOGENIQUE DE L’ANP

Dans le but de déterminer si I’ANP posséde une action cardiomyogénique sur les cellules SP P19,
nous avons induits des cellules SP P19 et toujours sous I’effet de I’ANP, nous les avons laissé former
des sphéroides. Au jour 5 d’agrégation, nous avons fait des coupes dans les sphéroides, en utilisant la
méthode de cryosection, afin de tester différents marqueurs impliqués dans la cardiomyogenése par
immunofluorescence. Nous pouvons observer que sous la stimulation de I’ANP, les sphéroides
obtenus expriment fortement les facteurs de transcription cardiaque GATA4 (Figure 5 section A) et
Nkx2.5 (Figure 5 section B) ainsi que le marqueur spécifique mitochondrial Tom22 (Figure 5 section

C) comparativement aux sphéroides non induits (Figure 5 sections Al1-Cl). Cette premicre
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observation de 1’effet cardiomyogénique de I’ANP nous permet de spéculer que I’ANP peut induire

la différenciation cardiaque dans les cellules SP P19.
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Figure 9 (5) - Immunofluorescence de marqueurs de différenciation cellulaire dans les
cellules SP P19 non-induites (A1-C1) et dans les cellules SP P19 stimulées pour se
différencier avec I'ANP (A2-C2).

(A3) Expression de GATA4, marqueur de différenciation et de développement cardiaque. (B3)
Expression de Nkx2.5, facteur de transcription cardiaque. (C3) L’immunocytochimie montre la
coloration de Tom22 une protéine présente dans la membrane mitochondriale externe de la
mitochondrie. A3-C3 représentent I'analyse quantitative des marqueurs correspondants exprimés en
zones fluorescentes. Fluoromicrographes, de cellules SP P19 différenciées au jour 5, présenté a un
grossissement de 20X. Les résultats proviennent d'au moins trois expériences indépendantes. Les
différences statistiquement significatives (P <0,001) sont désignées comme “"***" en comparaison au
groupe controle (CTRL). Les valeurs représentées constituent les moyennes de chaque groupe +
SEM (n=4). Nous avons utilis¢ comme contréle négatif des cellules mises en présence de
I’immunoglobuline G de I’animal avec lequel I’anticorps primaire a été produit pour vérifier la
spécificité de la réaction.
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I11.6 EFFET DE L’ANP, DE L'OT ET DE L’ANTAGONISTE A71915 SUR LA
TAILLE DES SPHEROIDES

Au cours de nos premicres expériences sur la différenciation des cellules SP P19 sous la
stimulation de I’OT 10'M et de I’ANP 107M, nous avions observé que la taille des
sphéroides obtenus, au jour 5, était significativement plus grande que dans les sphéroides
non induits (Figure 6A). Nous avions aussi remarqué que les sphéroides induits avec I’OT
¢taient plus grands que ceux induits par ’ANP (Figure 6C). Sachant que la différenciation
cellulaire implique la mort de certains types cellulaires pour favoriser la survie des cellules
provenant de la couche germinative désirée, nous avons voulu savoir si la taille des
sphéroides obtenus avait influencé la viabilité des cellules. Pour cela, nous avons procédé au
test de viabilité cellulaire en utilisant le Kit du MTT. A notre grande surprise, la viabilité
cellulaire avait significativement augmenté dans les sphéroides induits avec ’ANP et I’OT
comparativement aux sphéroides non induits (Figure 6B). De plus, la viabilit¢ des
sphéroides induits avec I’OT était significativement plus grande que ceux induits avec
I’ANP (Figure 6B). Il est intéressant d’observer la corrélation entre la taille des sphéroides et
leur niveau de viabilité cellulaire. Suite a cette expérience, nous avons répété cette
expérience dans des sphéroides stimulés avec 'ANP 107'M, 1’OT 10”M, I’antagoniste
A71915 10°M, la combinaison A71915 + ANP et la combinaison A71915 + OT (Figure
6D). Nous avons aussi observé ici que la taille de tous les sphéroides induits avait
significativement augmenté par rapport aux sphéroides non induits (Figure 6E). De fagon
identique, nous avons observé que les sphéroides induits avec I’OT étaient plus grands que
ceux induits par I’ANP, de méme qu’avec la combinaison A71915+ANP (Figure 6E). Or,
nous avons observé que les sphéroides induits avec 1’OT, I’antagoniste A71915 et la
combinaison A71915 + OT étaient plus ou moins de la méme taille. Cependant, nous
pouvons tout de méme observer que I’ANP diminue significativement la taille des

sphéroides lorsque combiné avec 1’antagoniste A71915.
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Figure 10 (6) - Effet des inducteurs sur la taille des sphéroides.

Les résultats proviennent d'au moins trois expériences indépendantes. Les différences statistiquement
significatives (P <0,001) sont désignées comme ‘-" en comparaison au groupe contrdle (CTRL). Les
différences statistiquement significatives (P <0,05) sont désignées comme “'a" en comparaison a
I’OT. Les valeurs représentées constituent les moyennes de chaque groupe =+ SEM (B: n=9; C:
n=10; E: n=6). Micrographes de cellules SP P19 différenciées au jour 5, présent¢ a un
grossissement de 20X (A et D). L’ANP et I’OT augmentent significativement la taille des sphéroides
a 10’M en comparaison au groupe CTRL (C). L’ANP et I’OT augmentent significativement la
viabilité cellulaire a 10"M en comparaison au groupe CTRL (B). A71915 augmente
significativement la taille des sphéroides a4 10°M en comparaison au groupe CTRL, de méme que sa
combinaison avec OT et ANP (E).

II.7 L’ANP STIMULE L’APPARITION DE COLONIES DE CELLULES
BATTANTES

Dans cette expérience, nous avons utilis¢ ’OT comme controle positif afin d’induire la

différenciation cardiaque. En effet, les expériences de Paquin et al [24] ont déja prouvé le
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potentiel cardiomyogénique de I’OT dans les cellules P19. Nous pouvons voir qu’OT est
plus puissant que I'ANP puisqu’il présente plus de colonies de cellules battantes.
Néanmoins, la taille des colonies de cellules battantes est presque la méme (voir vidéos en
annexe). Or, de fagon surprenante la combinaison de I’OT et de ’ANP ne permet pas de
promouvoir la contraction des cellules différenciées suggérant qu’il n’y a pas d’effets

additifs de ces deux peptides.
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Figure 11 (7) - Comparaison de I'effet cardiomyogénique de I’OT et de I’ANP.

Ce graphique représente 1'évolution dans le temps d'apparition des colonies de cellules battantes lors
du traitement avec I’OT, I’ANP, et la combinaison ANP+OT. Les sphéroides, provenant d’une boite
de Pétri, traités pendant 5 jours avec 1'agent indiqué ont été répartis dans les puits d'une plaque de 24
puits. Ensuite, chaque plaque a été examiné jusqu’au 14°™ jour de différenciation (le 14°™ jour
correspondant au jour de maturation des cardiomyocytes), a 2 jours d'intervalle, pour le nombre de
puits contenant des colonies de cellules battantes. Micrographes de colonies de cellules battantes
(délimitation des colonies de cellules battantes en jaune) provenant de cellules SP P19 différenciées
au jour 8, présenté a un grossissement de 20X. L’ANP et I’OT & une concentration de 10"M
stimulent I’apparition de colonies de cellules battantes du jour 7 au jour 14 de différenciation
cardiaque. Les sphéroides non induits n’ont pas stimulé I’apparition de colonies de cellules battantes.
La combinaison de I’ANP et de I’OT n’a pas non plus stimulé 1’apparition de colonies de cellules
battantes.
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I11.8 DETERMINATION DU PHENOTYPE DES CELLULES DIFFERENCIEES
SOUS LA STIMULATION DE L’ANP, DE L’OT ET DE LEUR COMBINAISON DU
JOUR 6 AU JOUR 14

Suite a I’observation de colonies de cellules battantes sous I’induction de I’ANP, nous avons
voulu confirmer le phénotype cardiaque par immunofluorescence. Dans cette expérience,
nous avons aussi utilis¢ I’OT comme contrdle positif. Tout d’abord, nous pouvons noter que
le taux de cellules différenciées sous la stimulation de I’OT, I’ANP et leur combinaison qui
expriment les différents marqueurs cardiaques (A-E), est significativement augmenté
comparativement aux cellules non induites. En effet, on peut remarquer que la proportion de
cellules non-induites exprimant les marqueurs cardiaques (A-E) est tres faible (de 0 a 15%),
et cette proportion ne varie presque pas du jour 6 au jour 14, ce qui démontre une absence de
différenciation vers le phénotype cardiaque. De plus, on peut observer que sous la
stimulation de 1I’OT (controle positif), le taux de cellules exprimant les marqueurs
cardiaques (A-E) est plus élevé que sous la stimulation de ’ANP. Or, un point important
dans cette expérience, est que la combinaison des deux peptides OT + ANP semble affecter
négativement la cardiomyogenése par rapport aux peptides seuls utilisés pour l'induction de
différenciation. En effet, nous pouvons observer que sous la stimulation de la combinaison
des peptides OT+ANP, le taux de cellules différenciées exprimant les marqueurs cardiaques
(A-E) est diminué significativement en comparaison a la stimulation de I’OT. Qui plus est,
nous n’observons pas de dynamique dans ’apparition de cellules différenciées positives
pour les marqueurs cardiaques (A-E) du jour 6 au jour 14. En outre, nous pouvons seulement
noter une légere tendance a 1’augmentation du nombre de cellules différenciées exprimant
les marqueurs cardiaques (A-E) sous la stimulation de I’ANP, L’OT et la combinaison des
deux peptides ANP+OT. Ainsi dans cette expérience, nous confirmons pour la premiére fois
que les cellules SP P19 différenciées sous la stimulation de I’ANP présentent un phénotype
cardiaque. Cependant, nous obtenons la plus grande efficacité de différenciation sous la

stimulation de I’OT, et cela est en accord avec les résultats présentés dans la Figure 7.
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Figure 12 (8) - Confirmation du phénotype cardiaque des sphéroides induits avec I’ANP.

Les graphiques A a E représentent respectivement l'analyse quantitative des marqueurs
correspondants exprimés en pourcentage du nombre de cellules exprimant les marqueurs troponine T
cardiaque, connexine 40 (Cx40), connexine 43 (Cx43), OTR et myosin light chain-2v (MLC-2v), du
jour 6 au jour 14 de différenciation, sous la stimulation de ’'OT 10"M, ’ANP 107M, et la
combinaison ANP+OT. Fluoromicrographes de cellules SP P19 différenciées jusqu’au jour 5, puis
cultivées, fixées, perméabilisées et immonomarquées du jour 6 au jour 14. Les fluoromicrographes
sont présentés a un grossissement de 20X. Les résultats proviennent d'au moins trois expériences
indépendantes. Les différences statistiquement significatives (P <0,05) sont désignées comme “'a"
pour ’ANP et " pour I’OT en comparaison au groupe controle (CTRL). Les différences
statistiquement significatives (P <0,05) sont désignées comme ‘'y" pour la combinaison de I’ANP et
de I’OT en comparaison a I’OT seul. Les valeurs représentées constituent les moyennes de chaque
groupe + SEM (n=3). Nous avons utilis¢ comme contrdle négatif des cellules mises en présence de
I’immunoglobuline G de 1’animal avec lequel I’anticorps primaire a été¢ produit pour vérifier la
spécificité de la réaction.

I11.9 LES ARNm D’OTR, DE L’ANP ET DE GATA4 SONT EXPRIMES DE FACON
MODESTE DANS LES CELLULES SP P19

On peut observer que les cellules SP P19 en monocouche expriment de fagon trés faible les
transcrits des ARNm d’OTR, de I’ANP et de GATAA4. Suite a I’agrégation de ces cellules on
peut observer une 1égére hausse de ces transcrits impliqués dans la cardiomyogenese mais
cette hausse reste modeste face aux niveaux d’expression retrouvés dans les tissus de cceur
adulte de souris. Les niveaux d’expression des transcrits des ARNm de GATA4, de ’ANP
ainsi que de I’OTR retrouvés dans le cceur adulte de souris sont presque 1000 fois plus
élevés que les niveaux retrouvés dans les cellules SP P19 en monocouche ou en agrégat

(sphéroide).
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Figure 13 (9) - Effet de I'agrégation des cellules SP P19 sur I'expression des ARNm.

L’analyse des transcrits de géne de I'ANP, GATA4 et de OTR dans des agrégats non induits et dans
des cultures de cellules P19 en monocouche a été effectuée par PCR en temps-réel. Les cellules ont
été agrégées pendant 5 jours en absence d’inducteurs et I'ARN total a été extrait au jour 7 du
protocole de différenciation. Les transcrits des génes de I’ANP, GATA4 et OTR ont également été
¢valués dans les cellules non différenciées cultivées en monocouches. L’ARNm d’un ventricule de
ceeur de souris adulte a été utilis€ comme contrdle positif. Les niveaux d'ARNm de I'ANP, GATA4
et OTR ont été ajustés en divisant par I’ARNm des GAPDH correspondant.
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I11.10 IMPLICATION DU GUANYLATE CYCLASE PARTICULE DANS LA
DIFFERENCIATION DES CELLULES SP P19 EN CARDIOMYOCYTES
FONCTIONNELS

Suite a notre observation que I’ANP induit I’apparition de colonies de cellules battantes du
jour 6 au jour 14 de différenciation cellulaire et suite a la confirmation du phénotype
cardiaque résultant de la différenciation sous la stimulation de I’ANP, nous avons voulu
comprendre si la production du GMPc provenant de la stimulation de I’ANP était le facteur
influengant la différenciation cellulaire vers le phénotype cardiaque. Etant donné que I’ANP
stimule la production du GMPc via les récepteurs NPR-A/NPR-B par le biais du guanylate
cyclase particulé, nous avons décidé d’utiliser un inhibiteur spécifique du guanylate cyclase
particulé. De facon inattendue, nous avons observé que sous la stimulation de ’antagoniste
du guanylate cyclase particulé, A71915, & une concentration de 10°M, [Dapparition de
colonies de cellules battantes était significativement plus importante que sous la stimulation
de I’OT et de I’ANP (Figure 10D). De plus, nous avons remarqué que lorsqu’on combine
notre antagoniste & I’OT ou a I’ANP, la proportion de colonies de cellules battantes est
encore plus importante que lorsqu’on ajoute 1’antagoniste A71915 seul (Figure 10D), Par
ailleurs, nous avons observé que sous la stimulation de [’antagoniste A71915, la
combinaison A71915+ANP et la combinaison A71915+0T, les tailles des colonies de
cellules battantes sont significativement augmentées par rapport a I’OT et I’ANP (Figure
10A et 10B). Néanmoins, les colonies de cellules battantes obtenues sous la stimulation de
I’OT et de I’ANP ont approximativement les mémes tailles (Figure 10A et 10B). Dans, un
autre contexte, nous avons mesur¢ la fréquence des contractions des cellules battantes sous
les diverses stimulations et nous n’avons pas remarqué de différences significatives (Figure
10C). En contraste avec les données précédemment présentées dans la Figure 7 montrant
que la combinaison des deux peptides ANP+OT n’induit pas I’apparition de colonies de
cellules battantes, on peut observer ici que l'ajout de I’antagoniste A71915 a I’OT ou a
I’ ANP potentialise sensiblement I’efficacité de la différenciation cellulaire (voir vidéos des
colonies de cellules battantes en annexes). Les sphéroides non induits n’ont pas stimulé

’apparition de colonies de cellules battantes.
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Figure 14 (10) - Comparaison de l'efficacité de la différenciation sous la stimulation de
I'OT, ’ANP, A71915, A71915 + ANP et A71915 + OT.

Le graphique B représente la mesure de 1’aire des zones contractiles observées sous la stimulation de
1’OT 10"M, I’ANP 10"M, I’antagoniste A71915 10°M et la combinaison d’A71915 avec I’ANP et
I’OT. Les sphéroides, provenant d’une boite de Pétri, traités pendant 5 jours avec I'agent indiqué ont
¢été cultivés et examinés au jour 7 de différenciation (stade précoce de différenciation cellulaire).
Micrographes de colonies de cellules battantes (délimitation des zones contractiles en jaune)
provenant de cellules SP P19 différenciées au jour 7, présenté a un grossissement de 20X (Figure
10A). Le graphique D représente la proportion de colonies de cellules battantes par rapport a la
proportion de sphéroides dans chaque pétri. Le graphique C représente la vitesse de contraction des
colonies de cellules battantes observée sous la stimulation de I’ANP, I’OT, A71915, A71915+ANP
et A71915+0T. Les différences statistiquement significatives (P <0,05) sont désignées comme “'o"
en comparaison a I’OT (Figure 10B). Les différences statistiquement significatives (P <0,05) sont
désignées comme “'B" en comparaison a I’ANP (Figure 10B). Les différences statistiquement
significatives (P <0,05) sont désignées comme “'*" en comparaison au groupe contrdle (CTRL)
(Figure 10D). Les différences statistiquement significatives (P <0,001) sont désignées comme '***"
en comparaison au groupe controle (CTRL) (Figure 10D). Les différences statistiquement
significatives (P <0,001) sont désignées comme °'///" en comparaison a ’antagoniste A71915 (Figure

n

10D). Les différences statistiquement significatives (P <0,001) sont désignées comme “'---" en
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comparaison a I’OT (Figure 10D). Les différences statistiquement significatives (P <0,001) sont
désignées comme ‘'+++" en comparaison a I’ANP (Figure 10D). Les valeurs représentées constituent
les moyennes de chaque groupe £ SEM (n=5).

I11.11 L’ANTAGONISTE DU GUANYLATE CYCLASE PARTICULE STIMULE
L’EXPRESSION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION CARDIAQUE GATA4 ET
NKX2.5 DANS LES CELLULES SP P19.

Dans le but de déterminer si 1’antagoniste A71915 avait induit la cardiomyogenése dans les
cellules contractiles issues des cellules SP P19, nous avons, par immunobuvardage de type
Western, quantifi¢ GATA4 et Nkx2.5, deux facteurs de transcription clés impliqués dans le
développement et la différenciation cardiaque. Ainsi, nous avons observé une hausse
significative de I’expression de GATA4 et de Nkx2.5 sous la stimulation de I’antagoniste
A71915 seul ou combiné avec I’OT et I’ANP comparativement aux cellules non induites au
jour 8 de différenciation cardiaque (Figure 11). Il est intéressant de remarquer que 1’ANP
semble avoir une tendance a augmenter GATA4 et que celui-ci augmente significativement
les niveaux de Nkx2.5 comparé aux cellules non induites. De méme, OT augmente
significativement les niveaux d’expression de GATA4 et de Nkx2.5. On peut remarquer que
I’antagoniste A71915 semble améliorer la cardiomyogenese dans les cellules SP P19

différenciées.
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Figure 15 (11) - Expression relative de GATA4 et Nkx2.5 dans les cellules différenciées
sous la stimulation de I’antagoniste du guanylate cyclase particulé, A71915.

L’analyse des niveaux d’expression relatifs des protéines de GATA4 et de Nkx2.5 dans des cellules
SP P19 différenciées sous la stimulation de ’ANP 107M, de I’OT 107M, de 1’antagoniste A71915
10°M et de la combinaison A71915+ANP et A71915+O0T a été effectuée par immunobuvardage de
type Western. Les cellules ont été agrégées pendant 5 jours en présence des inducteurs, puis cultivées
jusqu’au jour 8 sans les inducteurs et les protéines ont été¢ extraites au jour 8 du protocole de
différenciation. Les protéines provenant d’un ventricule de coeur de souris adulte ont été utilisées
comme contrdle positif de la réaction. Les niveaux d’expression relatifs de GATA4 et de Nkx2.5 ont
été normalisés par les niveaux d’expression relatifs des GAPDH correspondant. Les différences
statistiquement significatives (P <0,05) sont désignées comme ‘'*" en comparaison au groupe
controle (CTRL) (Figure 11). Les valeurs représentées constituent les moyennes de chaque groupe +
SEM (n=3).

I11.12 CONFIRMATION DU PHENOTYPE DES CELLULES SP P19
DIFFERENCIEES SOUS LA STIMULATION DE L’ANTAGONISTE DU
GUANYLATE CYCLASE PARTICULE A71915

Nous pouvons observer que sous la stimulation d’A71915, les cellules différenciées
obtenues expriment fortement le facteur de transcription cardiaque GATA4 ainsi que la
protéine de la contractilité troponine T cardiaque comparativement aux sphéroides non
induits (Figure 12). Cela nous permet de conclure que 1’antagoniste A71915 peut induire la
différenciation cardiaque dans les cellules SP P19. Afin d’étre certain du phénotype, nous
avons aussi utilisé un marqueur du muscle lisse, soit I’isoforme du muscle lisse de la chaine
lourde de myosine (MHC) et nous n’avons rien détecté (Figure 13) car on ne pouvait
discerner que les noyaux colorés en bleu. Nous avons aussi voulu confirmer la disparition du
marqueur de I’état indifférenci¢ SSEA1 (Figure 14). En effet, on peut observer qu’il y a une
diminution significative de la présence du marqueur SSEA1 dans les cellules différenciées
sous la stimulation de I’OT, A71915 etla combinaison A71915+OT comparativement au

CTRL (Figure 14).
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Figure 16 (12) - Immunofluorescence de marqueurs de différenciation cardiaque dans les
cellules P19 non-induites et dans les cellules P19 induites avec I'Antagoniste A71915.

Des cellules P19 différenciées sous la stimulation d’A71915 10°M, d’OT 10'M et de la
combinaison d’A71915 avec OT ont été agrégées jusqu’au jour 5 pour les laisser former des
sphéroides. Au jour 5 d’agrégation, les cellules P19 différenciées ont été propagées sans les
inducteurs, fixées au jour 10 de différenciation, perméabilisées puis immunocolorées pour la
détection des marqueurs cardiaques troponine T cardiaque et GATA4. Le fluorophore DAPI (en
bleu) a été utilisé en tant que marqueur nucléaire. La localisation spécifique de la troponine T
cardiaque (en rouge) se localise autour du noyau (en bleu). La localisation spécifique du facteur de
transcription cardiaque GATA4 (en rouge) se colocalise avec le noyau (en bleu).La fusion des
signaux fluorescents indique une coloration nucléaire, GATA4 et DAPI et une coloration
cytoplasmique et membranaire, troponine T cardiaque et DAPI. Les fluoromicrographes de cellules
P19 différenci¢es au jour 10 sont présentés a un grossissement de 20X et 40X. Les différences
statistiquement significatives (P <0,001) sont désignées comme “'***" en comparaison au groupe
controle (CTRL). Les différences statistiquement significatives (P <0,001) sont désignées

a@  n

comme ‘'a" en comparaison au groupe A71915+0T. Les différences statistiquement significatives (P
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<0,01) sont désignées comme ‘'B" en comparaison au groupe A71915+0OT. Les valeurs représentées
constituent les moyennes de chaque groupe £ SEM (n=3). Nous avons utilis¢é comme contrdle négatif
des cellules mises en présence de I’immunoglobuline G de 1’animal avec lequel I’anticorps primaire
a été produit pour vérifier la spécificité de la réaction.

Rouge : MHC
Bleu : DAPI

CTRL oT

A71915 A71915+0T

Figure 17 (13) - Immunofluorescence de marqueur du muscle lisse dans les cellules P19
non-induites et dans les cellules P19 induites avec I'Antagoniste A71915.

Des cellules P19 différenciées sous la stimulation d’A71915 10°M, d’OT 10'M et de la
combinaison d’A71915 avec OT ont été agrégées jusqu’au jour 5 pour les laisser former des
sphéroides. Au jour 5 d’agrégation, les cellules P19 différenciées ont été propagées sans les
inducteurs, fixées au jour 10 de différenciation, perméabilisées puis immunocolorées pour la
détection du marqueur de muscle lisse, I’isoforme du muscle lisse de la chaine lourde de la myosine
(smooth muscle MHC). Le fluorophore DAPI (en bleu) a été utilisé en tant que marqueur nucléaire.
La localisation spécifique de la MHC (en rouge) se localise autour du noyau (en bleu). La fusion des
signaux fluorescents indique une absence de cellules du muscle lisse. Les fluoromicrographes de
cellules P19 différenciées au jour 10 sont présentés a un grossissement de 40X. Nous avons utilisé
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comme controle négatif des cellules mises en présence de I’immunoglobuline G de I’animal avec
lequel 1’anticorps primaire a été produit pour vérifier la spécificité de la réaction.
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Figure 18 (14) - Immunofluorescence du marqueur de I’état indifférencié SSEA1 dans les
cellules P19 non-induites et dans les cellules P19 induites avec I'Antagoniste A71915.

Des cellules P19 différenciées sous la stimulation d’A71915 10°M, d’OT 10'M et de la
combinaison d’A71915 avec OT ont été agrégées jusqu’au jour 5 pour les laisser former des
sphéroides. Au jour 5 d’agrégation, les cellules P19 différenciées ont été propagées sans les
inducteurs, fixées au jour 10 de différenciation, perméabilisées puis immunocolorées pour la
détection du marqueur de 1’état indifférenci¢ SSEA1. Le fluorophore DAPI (en bleu) a été utilisé en
tant que marqueur nucléaire. La localisation spécifique de SSEA1 (en rouge) se localise autour du
noyau (en bleu). La fusion des signaux fluorescents indique localisation cytoplasmique de SSEAT1
(en rouge). Les fluoromicrographes de cellules P19 différenciées au jour 10 sont présentés a un
grossissement de 40X. La proportion de SSEA1 présent dans les cellules a été quantifiée en faisant le
rapport du niveau de fluorescence émis en rouge par les cellules positives pour SSEA1 avec le
niveau de fluorescence émis en bleu par les noyaux marqués avec le DAPI. Les différences
statistiquement significatives (P <0,01) sont désignées comme -" en comparaison au groupe
controle (CTRL). Les valeurs représentées constituent les moyennes de chaque groupe £ SEM (n=3).
Nous avons utilis¢ comme contrdle négatif des cellules mises en présence de I’immunoglobuline G
de I’animal avec lequel I’anticorps primaire a été produit pour vérifier la spécificité de la réaction.
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111.13 MISE EN EVIDENCE DES RECEPTEURS PEPTIDIQUES
NATRIURETIQUES COUPLES AUX GUANYLYL CYCLASES (NPR-A ET NPR-B)
AINSI QUE L’EFFET DE L’ANTAGONISTE A71915 SUR LA PRODUCTION DU
GMPC

Etant donné que I’ANP stimule la production du GMPc via son récepteur NPR-A ou NPR-B, nous
avons tenté de déterminer si les cellules SP P19 expriment les génes ou protéines de ces récepteurs.
Nous avons mis en évidence la présence des génes et protéines codants pour NPR-A et NPR-B dans
les cellules SP P19 (Figure 15A). Suite a cela, nous avons cherché a comprendre si 1’antagoniste
A71915 avait complétement bloqué la production du GMPc pour induire la différenciation cellulaire,
Nous avons observé que I'ANP a augmenté de fagon significative la production du GMPc
intracellulaire, or 1’antagoniste A71915 a aboli cet effet, cependant il a montré un effet agoniste
partiel, tandis que la combinaison A71915 + ANP a été diminué par rapport a 1 '"ANP seul (Figure
15B). Par ailleurs, nous avons observé qu’au cours du temps, l'antagoniste A71915 augmente la
production du GMPc intracellulaire et a 60min de stimulation, il y a une tendance d’effet additif de
I’antagoniste A71915 sur I’ANP (Figure 15B). Bien qu’il y ait des effets de ces molécules dans la
fraction intracellulaire, il n'y en a pas dans la fraction extracellulaire. Ainsi, nous pouvons observer
que dans cette expérience, 1’antagoniste A71915 ne fonctionne pas bien comme antagoniste de la
production de GMPc par I’intermédiaire de I’ANP puisque le GMPc libéré en combinaison est
relativement élevée. De plus, les mécanismes par lesquels cet antagoniste fonctionne sont a
déterminer dans des expériences supplémentaires afin de montrer si I’antagoniste A71915 peut

influencer la production du GMPc stimulée par le NO dans ces cellules.
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Figure 19 (15) - Détermination de la présence des récepteurs peptidiques natriurétiques
couplés aux guanylyl cyclases dans les cellules SP P19 et évaluation de la production du
GMPc intracellulaire et extracellulaire dans les cellules SP P19.

A) L’analyse des transcrits des génes NPR-A et NPR-B a été effectuée dans les cellules SP P19 en
monocouches via PCR en temps réel. L’ARN total a été extrait aprés 2 passages cellulaires. La
présence des protéines de NPR-A et NPR-B a aussi été évaluée par immunofluorescence dans les
cellules SP P19 propagées en monocouche (non diff.). Nous avons utilisé comme controle négatif
des cellules mises en présence de I’immunoglobuline G de chévre pour vérifier la spécificité de la
réaction. B) L’analyse des niveaux de GMPc a été effectuée dans les cellules SP P19 en monocouche
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par dosage radioimmunologique (RIA). Pour cela, les cellules ont été cultivées avec l'alpha-MEM
contenant 10% de FBS et 1% pénicilline/streptomycine jusqu'a ce quelles atteignent la confluence
de 60%, puis les cellules ont été cultivées avec du milieu de culture alpha-MEM appauvri en sérum
(0,2% de FBS) pour 24h. Puis les cellules ont été pré-traitées avec Il'inhibiteur de la
phosphodiestérase, 1'BMX. Dans le cas des cellules traitées avec I’antagoniste A71915 ou
A71915+ANP, celles-ci ont été pré-traitées avec I’antagoniste A71915 10°M pendant 30min a 37
degrés. Puis, les cellules ont été traitées avec I'ANP 10'M, A71915 10°M et A71915+ANP a
différents temps (15, 30 et 60 min). Enfin, le milieu cellulaire (fraction extracellulaire) a été récolté
aux différents temps indiqués précédemment et les cellules ont été lysées (fraction intracellulaire)
avec un tampon de lyse froid contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases. Les
différences statistiquement significatives (P <0,05) sont désignées comme “'*" en comparaison au
groupe controle (CTRL). Les différences statistiquement significatives (P <0,01) sont désignées
comme ‘**" en comparaison au groupe controle (CTRL). Les différences statistiquement
significatives (P <0,001) sont désignées comme “'"***" en comparaison au groupe contréle (CTRL).
Les différences statistiquement significatives (P <0,05) sont désignées comme “'+" en comparaison
au groupe A71915. Les différences statistiquement significatives (P <0,01) sont désignées
comme ‘++" en comparaison au groupe A71915. Les différences statistiquement significatives (P
<0,001) sont désignées comme “'+++" en comparaison au groupe A71915. Les valeurs représentées
constituent les moyennes de chaque groupe £ SEM (n=3).



CHAPITRE 1V : DISCUSSION

Le présent travail est a notre connaissance le premier a explorer les effets de ' ANP ainsi que
la voie de signalisation impliquant ANP/GCp/GMPc, dans la différenciation cardiaque des

cellules souches embryonnaires carcinomateuses de souris P19.
L’ensemble des travaux du mémoire ont permis de démontrer que :

- L’ANP diminue la viabilité des cellules P19 cultivées en monocouche et augmente la
viabilité des cellules cultivées a 1’état de sphéroide.

- L’ANP induit la cardiomyogenese dans les SP de cellules souches embryonnaires
carcinomateuses de souris P19.

- L’ANP interfére dans la cardiomyogen¢se stimulée par I’OT dans les cellules P19.

- L’antagoniste du guanylate cyclase particulé, A71915, semble avoir une activité
cardiomyogénique dans les SP de cellules souches embryonnaires carcinomateuses
de souris P19.

- A71915 potentialise les effets de la différenciation cellulaire vers le phénotype
cardiaque lorsque celui-ci est combiné a I’ANP ou I’OT.

- Le blocage du guanylate cyclase particulé via 1’antagoniste A71915 n’abolit pas les
effets de I’ANP et en revanche A71915 semble avoir une activité agoniste partielle

dans sa capacité a induire la production du GMPc.



86

IV.1 LES CELLULES SP COMME UNE DES CIBLES NATURELLES DANS LA
CARDIOMYOGENESE

Dans ce projet, nous avons utilisé la lignée de CEC de souris P19 qui est un excellent
modele de différenciation cellulaire mimant trés bien les stades précoces de la
cardiomyogenese. Plus exactement, nous avons utilis¢ des cellules SP issues de cellules P19,
puisque cette sous-population cellulaire, ressemblant beaucoup aux cellules SP issues du
cceur, sont stimulées localement dans le cceur 1€sé, et ont la capacité de se différencier en
CM, en cellules endothéliales et en cellules musculaires lisses [64]. Les cellules SP ont pu
étre isolées des CSEs par FACS comme une population de cellules non marquées par le
colorant fluorescent Ho et qui affiche une sensibilit¢ a I’inhibiteur de la famille des
transporteurs ATP-binding cassette ABC, VP. Nous avons en premier lieu essayé de
déterminer si les cellules P19 présentaient des cellules SP, puis de vérifier si celles-ci
avaient un plus grand potentiel de différenciation vers le phénotype cardiaque. En effet, nous
avons identifié et isolé les cellules SP issues des cellules P19, bien que leur nombre soit trés
restreint (aux environs de 0,3 a 1,6% de la population générale). De plus, nous avons
remarqué qu’en induisant la différenciation cellulaire avec les cellules SP P19, ’apparition
des cellules contractiles était plus précoce comparativement aux cellules P19 classiques. De
plus, les tailles des colonies de cellules battantes observées étaient beaucoup plus grandes
dans les cellules SP P19 différenci¢es que dans les cellules P19 classiques. Il est possible
d’expliquer ces observations par le simple fait que les cellules P19 obtenues de la
compagnie ATCC ne sont pas homogenes. En effet, les cellules P19 classiques sont tres
hétérogeénes puisqu’on peut observer différentes tailles et différentes formes de cellules
suggérant que la différenciation cellulaire induite dans ces cellules peut aboutir a un
engagement de la lignée cellulaire vers différentes couches germinatives et empécher la
population de cellules mésodermiques de maturer en CM fonctionnels. Or, dans le cas des
cellules SP P19, on peut observer une homogénéité tant par la taille des cellules que par la
forme de celles-ci. Ainsi, on peut supposer que la lignée cellulaire SP P19 a un potentiel

plus grand de se diriger vers la méme couche germinative et d’augmenter a cette occasion la
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probabilit¢ de donner des cellules mésodermiques capables de maturer plus facilement en

CM fonctionnels.

Cellules SP P19

Schéma 10 - Différences morphologiques des cellules SP P19 comparativement aux cellules P19 classique
provenant de la compagnie ATCC.

IV.2 STIMULATION DE LA CARDIOMYOGENESE DANS LES CELLULES SP P19

Pour fournir la base de 1'hypothése selon laquelle I’ANP a un potentiel cardiomyogénique,
nous avons d’abord identifié¢ la présence des récepteurs en lien avec ’ANP et son action
physiologique. Ainsi, par immunofluorescence (IF) et par réaction en chaine par polymérase
en temps-réel (RT-PCR) nous avons identifi¢, dans les cellules SP P19, les transcrit des
ARNm des NPRs, NPR-A, NPR-B et NPR-C ainsi que leurs protéines respectives. Puisque
notre hypotheése est que la différenciation cardiaque est médiée par le second messager
GMPc, nous avons décidé de focaliser nos efforts sur les mécanismes impliquant
uniquement les récepteurs a activité GC, soit GC-A et GC-B, respectivement NPR-A et
NPR-B. En outre, ces deux récepteurs stimulent la production du GMPc par I’intermédiaire
du GCp. L'induction de colonies de cellules battantes dans les cellules stimulées avec I’ANP
suggere que ce peptide induit la différenciation cardiaque. Afin de vérifier que cette

observation n’¢était pas due a une apparition spontanée de colonies de cellules battantes mais
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bien a I’effet de I’ANP lui-méme, nous avons aussi stimulé la différenciation des cellules SP
P19 avec I’OT, notre controle positif. Ayant obtenu des cellules contractiles sous la
stimulation de I’ANP et de I’OT mais pas dans le cas des cellules non induites, nous avons
é¢mis I’hypothése que I’ANP stimulait réellement la différenciation cellulaire vers un
phénotype cellulaire capable de se contracter comme les CM. C’est a la suite de ces
observations que nous avons décidé d’utiliser un antagoniste spécifique capable de bloquer

I’activité physiologique de I’ANP.

IV.3 LES MARQUEURS DE LA CARDIOMYOGENESE SONT DETECTES DANS
LES CELLULES SP P19 STIMULEES PAR LE PEPTIDE NATRIURETIQUE
AURICULAIRE

Dans le cadre de nos expériences, nous avons utilisé plusieurs marqueurs dans le but
d’analyser le phénotype des cellules souches indifférenciées et différenciées en

cardiomyocytes.

1V.3.1 LES MARQUEURS DE CELLULES SOUCHES

Avant d’induire la différenciation cellulaire, nous avons au préalable confirmé le phénotype
indifférencié et pluripotent de nos cellules SP P19 a I’aide de deux marqueurs de cellules
souches, Oct-4 et SSEA-1. En effet, Octamer-binding transcription factor 4 ou Oct-4
(également appelé Oct-3 ou Oct-3/4) a été initialement identifié comme une protéine, liant
I'ADN, qui active la transcription du géne via un élément en position -cis contenant un motif
octamere [197]. Oct-4 a été le premier géne identifi¢ comme étant un régulateur principal de
I’¢état pluripotent [198] et il a aussi été identifi¢ comme un facteur de transcription précoce
au cours du développement embryonnaire. L’expression d’Oct4 est spécifique aux cellules
pluripotentes de I’ICM, des cellules germinales et des CSEs, ou il joue un réle indispensable

dans le maintien de 1’état pluripotent [199-201]. En effet, il a été prouvé que cette protéine
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était impliquée de fagon cruciale dans l'auto-renouvellement des CSEs indifférenciées et
qu’elle intervenait aussi dans la maintenance de la pluripotence cellulaire : 1’inhibition de
I’expression d’Oct-4 entrainait la perte de la pluripotence des CSEs, puis leur différenciation
vers le trophectoderme [198]. Bien que les mécanismes régulant I’expression d’Oct-4 ne
soient pas encore €lucidés, Oct-4 est fréquemment utilisée comme marqueur de cellules
indifférenciées. Puisque comme les cellules immunitaires, les CSEs sont aussi caractérisées
par la présence de certains marqueurs de surface, nous avons choisi d’utiliser un membre de
la famille des antigénes embryonnaires de stade spécifique (SSEA), plus précisément SSEA-
1, afin de confirmer le phénotype indifférenci¢ de nos cellules. En outre, il a ét¢ montré que
SSEA-1 était présent sur la surface des embryons de souris au stade de pré-implantation
(soit au stade de huit cellules), ainsi que sur la surface des CECs, mais pas sur leurs dérivés
différenciés [202, 203]. Les CSEs indifférenciées issues des souris expriment SSEA-1, mais
pas SSEA-3 ou SSEA-4 [204, 205]. Bien que le réle de ces protéines dans le maintien de
I’état indifférencié ne soit toujours pas déterminé, les protéines de la famille des SSEAs
procurent un bon outil pour caractériser les CSEs et pour suivre les débuts de la

différenciation.

1V.3.2 LES MARQUEURS DE LA CARDIOMYOGENESE

Pour l'analyse de la différenciation cellulaire vers le phénotype cardiaque, nous avons
analysé dans les cellules recueillies, les facteurs de transcription suivants : GATA-4 et
Nkx2-5. En effet, GATA-4 fait partie de la famille des facteurs de transcription GATA qui
se compose de six protéines (GATA-1 a -6). GATA-1, -2 et -3 sont d’importants régulateurs
des cellules souches hématopoiétiques et de leurs dérivés [206-209], tandis que les genes
GATA-4, -5 et -6 sont exprimés dans différents dérivés tissulaires mésodermiques et
endodermiques [210-212]. GATA-4 est I'un des premiers facteurs de transcription exprimé
dans le développement des cellules cardiaques d’origine murine [213]. Aprés que de
nombreuses études aient identifices GATA-4 comme un facteur de transcription essentiel
dans le cceur en développement, son role lors du développement a émergé. En effet, il a été

démontré, a 1’aide de la lignée de CECs P19, que la surexpression de GATA-4 dans ce
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modele cellulaire augmente la différenciation des cellules P19 en CM contractiles, tandis
que l'inhibition de GATA-4 par stratégie anti-sens empéche la différenciation des cellules
P19 en CM et déclenche en plus une apoptose extensive [214, 215]. Les CSEs déficientes en
GATA-4 possédent un potentiel, bien que réduit, a se différencier en CM in vitro [216], et
sont partiellement inaptes a générer un bon endoderme viscéral ainsi qu’un endoderme
définitif de l'intestin antérieur [217, 218]. Notamment, il a ét¢ démontré que des souris
transgéniques présentant une inactivation du géne GATA-4 mourraient au cours du
développement embryonnaire en raison de 1'échec a former une bonne morphogenése
ventrale et une bonne formation du tube cardiaque entre les 8™ et 9™ jours post-coitum
[219, 220]. En ce qui concerne Nkx2.5, celui-ci est un facteur de transcription a homéoboite
conservé indispensable pour le développement cardiaque normal et les mutations du gene
sont associées a des maladies cardiaques humaines congénitales (CHD), l'anomalie
congénitale la plus fréquente de I'nomme [221]. Nkx2.5 est le premier marqueur des cellules
précurseurs cardiaques a étre exprimé chez tous les vertébrés examinés jusqu'ici et est
essentiel pour un cloisonnement cardiaque adéquate et une formation / maturation du
systtme de conduction électrique [221]. Le geéne Nkx2.5 code pour un facteur de
transcription a2 homéodomaine jouant un rdle essentiel dans la formation du cceur. Il est
fortement exprimé par les cellules cardiogéniques immatures et son expression diminue
fortement puis disparait dans les CM différenciés a partir du 12,5°™ jour de I’embryogenése
chez la souris. Nkx2.5 est aussi le marqueur le plus précoce des lignées cardiaques [222].

Sachant que les CM ont un trés grand besoin énergétique pour se contracter, il a été évident
pour nous de déterminer si la proportion de mitochondries était plus importante sous la
stimulation de I’ANP, ainsi que d'autres inducteurs utilisés dans cette étude, que sans la
présence d’inducteur. Ainsi, 1’évidence selon laquelle I’ANP aurait stimulé la différenciation
cellulaire vers le phénotype cardiaque a été confirmée par la présence de nombreuses
mitochondries, caractérisée par la forte présence du marqueur mitochondrial spécifique
Tom22, comparativement a ce qui a ét¢ observé dans les sphéroides non induits. En outre, la
translocase de la membrane externe (TOM) est un complexe de protéines qui se trouvent
exclusivement au niveau de la membrane mitochondriale externe de la mitochondrie. Sa

fonction est de permettre le mouvement des protéines a travers cette barri¢re et dans 'espace
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intermembranaire de la mitochondrie. Tom22 est ancrée a la membrane externe par un
segment central transmembranaire. Ainsi Tom22 est une protéine conservée et spécifique de
la mitochondrie et est utilis¢é comme marqueur mitochondrial.

En outre, nous avons identifi¢ dans les cellules stimulées par ’ANP une plus grande
proportion de cellules positives pour I’isoforme cardiaque de la troponine T, une protéine
impliquée dans la contractilité faisant partie d’un complexe protéique, le complexe des
troponines. Structurellement, ce complexe est associ¢ a 1’actine par I’intermédiaire d’une
autre protéine, la tropomyosine, et est composé de 3 protéines : la troponine I (masse
moléculaire de 25 kDa), la troponine C (de structure similaire dans le myocyte et le CM ;
masse moléculaire de 18 kDa) et la troponine T (masse moléculaire de 37 kDa). Trois
isoformes différents existent pour la troponine T, chaque isoforme étant spécifique d’un type
de fibre [223]: un premier isoforme est spécifiquement exprimée dans les fibres lentes du
muscle strié squelettique, un deuxiéme dans les fibres rapides du muscle stri¢ squelettique et
un troisiéme dans les fibres du muscle cardiaque. Sachant que la contractilité est un élément
clé de la différenciation cardiaque, nous avons voulu identifier une autre protéine impliquée
dans la contraction des cellules musculaires cardiaques. Pour cela, nous avons identifi¢ un
plus grand taux de cellules positives pour I’isoforme cardiaque ventriculaire de la chaine
légére de myosine (MLC-2v) dans les cellules induites par I’ANP que dans les cellules non
induites. En effet, notre choix s’est porté vers la myosine car c’est une protéine qui joue un
role fondamental dans les mécanismes de la contraction musculaire. C’est une protéine
intracytoplasmique qui se rencontre donc dans les cellules a activité contractile des
vertébrés, telles que les cellules musculaires. Elle est composée de deux chaines lourdes
associées a deux paires de chaines 1égeres. Il existe différents isoformes de chaines lourdes
et de chaine légeres. En ce qui concerne les chalnes légéres, 5 isoformes majeurs
ont ét¢ identifiés chez les mammiféres. Parmi eux, on retrouve les MLC-1a et MLC-1J aussi
appelés MLC-1 lentes ventriculaires qui sont exprimés dans les muscles lents mais aussi
respectivement dans les muscles lisses et les ventricules du muscle stri¢ cardiaque. Pour
complémenter les résultats obtenus avec nos marqueurs de la contractilité, nous avons voulu
mettre en évidence la présence de protéines impliquées dans la transmission de ’excitabilité,

plus exactement les connexines (Cx).
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Etant donné que le projet de recherche traite de la différenciation cardiaque, nous avons
tent¢ d’identifier uniquement les Cx 40 et 43. De facon similaire aux observations
précédentes, la proportion de cellules positives pour les Cx 40 et 43 était plus grande dans
les cellules différenci¢es via I’ANP que celles sans inducteurs. De manicre descriptive, le
couplage électrique entre deux myocytes qui permet I’activation syncytiale de I’ensemble du
myocarde auriculaire est assurée par les jonctions communicantes localisées au niveau des
disques intercalaires. Ces jonctions sont constituées du regroupement de canaux
jonctionnels, assemblage de connexons provenant de 2 cellules contigués. Un connexon se
compose de 6 Cx. La Cx 43 serait le principal déterminant de la conduction intercellulaire
dans les ventricules et la Cx 40 serait le principal déterminant de la conduction dans les
oreillettes, mais 1’absence de ces deux Cx serait compensée par d’autres Cx cardiaques

comme la Cx 45 [224-227].

IV.4 COMBINAISON DE L'ANP ET DE L’OT DANS L'INDUCTION DE LA
CARDIOMYOGENESE

De facon intéressante, la combinaison de I’ANP et de I’OT n’a pas induit de colonies de
cellules battantes suggérant un effet antagonisant. Etant donné que plusieurs types
cellulaires sont capables de se contracter, nous avons, par immunofluorescence, identifié
plusieurs marqueurs typiquement exprimés par les cardiomyocytes. Qui plus est, les cellules
différenciées issues de la combinaison de I’ANP et de I’OT exprimaient moins la présence
de tous ces marqueurs phénotypiques comparativement a 1I’OT et I’ANP mais la
cardiomyogenese était tout de méme significativement augmentée comparé aux cellules non
induites. Cet effet négatif sur la contractilit¢ et cette induction partielle de la
cardiomyogenése suggerent que les mécanismes impliquant la différenciation cardiaque
médiée par ’OT antagonisent les mécanismes impliquant la différenciation cardiaque
médiée par ’ANP et vis et versa. En effet, une étude a démontré que I’ANP avait une action
inhibitrice sur la voie de signalisation des MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinase) par
I’intermédiaire de son récepteur NPR-C [228]. Etant donné que le systtme OT/OTR médie

ses effets sur la différenciation cardiaque par I’intermédiaire des voies de signalisation
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impliquant les MAPKs, il serait possible que cette voie soit court-circuitée par les effets de
I’ANP (voir section IV-6). Il est aussi connu que les MAPKs activent les facteurs de
transcription cardiaque tels que GATA4, Nkx2.5 et MEF2c. De plus, une étude a démontré
que I’inhibition ou I’absence du facteur de transcription cardiaque GATA4 dans les cellules
P19 empéchait I’apparition de cellules musculaires cardiaques contractiles et interférait avec
I’expression des marqueurs cardiaques [214]. Bien que ces évidences puissent expliquer
pourquoi les cellules différenciées sous la stimulation d’OT+ANP peuvent exprimer les
marqueurs cardiaques tels que Troponine T cardiaque et la chaine légere de la myosine mais
que celles-ci ne peuvent pas se contracter, cela reste encore de I’ordre de I’hypothése. En
outre, notre laboratoire est présentement le premier groupe a démontrer les effets de I’ANP
sur la différenciation cardiaque dans un modéle de CSE de souris. Etant donné que les
mécanismes impliqués dans la différenciation cardiaque ne sont pas encore clairement

compris, d’autres expériences sont nécessaires pour confirmer cette hypothese.

IV.5 IMPLICATION DE L'ANP DANS LA CARDIOMYOGENESE DES CELLULES
SP P19

Il avait déja ét¢ démontré que la différenciation cardiaque était médiée par la voie de
signalisation NO/GCs/GMPc et aussi que I’OT stimulait la différenciation cardiaque par
I’intermédiaire du NO. Or personne n’a encore investigué la voie de signalisation impliquant
le GCp dansla différenciation cardiaque. Soupgonnant un role clé du GCp dans la
différenciation cardiaque médiée par I’action de I’ANP sur les récepteurs NPR-A ou NPR-B,
nous avons décidé d’utiliser un antagoniste spécifique de la production du GMPc médiée par
le GCp. Suite a cela, nous avons différencié les cellules SP P19 sous la stimulation de
I’ANP, I’antagoniste du GCp A71915, I’OT notre controle positif, la combinaison de I’OT et
I’antagoniste ainsi que ’ANP et I’antagoniste. A notre grande surprise, nous avons observé
que I’antagoniste du GCp, A71915, stimulait aussi la différenciation des cellules SP P19 en
cellules contractiles. De plus, comparativement a I’OT et a I’ANP qui ont induit que trés peu
de colonies de cellules battantes aux jours précoces de différenciation cardiaque, A71915 a

induit une plus grande proportion de colonies de cellules battantes (voir vidéos des colonies



94

de cellules battantes en Annexes). De méme, nous avons observé que la proportion de
colonies de cellules battantes généré par les cellules SP P19 différenciées sous la stimulation
de I’antagoniste A71915, la combinaison A71915+OT et la combinaison A71915+ANP,
était beaucoup plus importante que dans les cellules SP P19 stimulées par ’OT ou I’ANP, a
un stade précoce de différenciation cardiaque (jour 7). En effet, il semblerait que
I’antagoniste A71915 ait provoqué une maturation plus prononcée des cellules cardiaques,
puisque la proportion de colonies de cellules battantes retrouvée dans les cellules induites
avec A71915 ainsi que ses combinaisons avec OT et ANP, correspondait a ce qu’on peut
observer a un stade avancé de la différenciation cardiaque (stade de maturation des
cardiomyocytes — jour 14). De fagon intéressante, A71915 a aussi potentialisé les effets de
I’ANP ainsi que de I’OT rendant encore meilleur leur potentiel de différenciation cellulaire.
Afin de confirmer le phénotype des cellules obtenues, nous avons tent¢é comme
précédemment d’utiliser certains marqueurs cardiaques. Ayant cet objectif en téte, nous
avons observé une surexpression de GATA4 et NKx2.5 dans les cellules différenciées avec
I’antagoniste seul ou en combinaison avec I’ANP ou I’OT. Etant donné que I’OT était un
meilleur inducteur de la différenciation cardiaque que I’ANP, tout au long de nos
expériences, nous avons focalisé¢ le reste de nos efforts sur I’OT et I’A71915, afin de
déterminer quel mécanisme cellulaire induit une plus grande cardiomyogenése, dans le but
de mettre au point I’inducteur ayant le plus grand potentiel de régénérer le cceur ischémique
et 1ésé. Suite a cela, nous avons déterminé, par immunofluorescence, une plus grande
présence de cellules positives pour la troponine T cardiaque lorsque les cellules étaient
différenciées avec A71915 et la combinaison A71915+0T que lorsque les cellules n’étaient
pas induites. Dans le but de confirmer I’effet antagonisant d’A71915 sur la production de
GMPc par les cellules SP P19, nous avons procédé a un essai radioimmunologique. Pour
cela, nous avons utilis¢ I’ANP comme contrdle positif de la production de GMPc par les
cellules, 1’antagoniste A71915 ainsi que la combinaison A71915+ANP. Dans cette
expérience, bien que I’ANP ait stimulé fortement la production de GMPc, 1’antagoniste n’a
pas bloqué significativement ses effets méme si on peut observer une tendance a 15 min de
stimulation. Or de fagon extraordinaire, 1’antagoniste A71915 a stimulé la production du

GMPc comparé aux cellules contrdles suggérant un effet partiel agoniste. Etant donné que le
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blocage de la voie OT/NO/GCs/GMPc via le L-NAME a presque bloqué totalement la
différenciation cardiaque mais a tout de méme stimulé I’apparition de faibles colonies de
cellules battantes et que la combinaison de I’OT avec ’antagoniste A71915 a stimulé tres
fortement la cardiomyogenése, il est possible de suggérer une implication importante de la
voie GCp/GMPc dans la différenciation cardiaque. Il est possible de spéculer qu’il existerait
un mécanisme cellulaire compensatoire provenant du NO/GCs/GMPc qui viendrait stimuler

encore plus la cardiomyogenese.

IV.6 RESUME DES MECANISMES IMPLIQUES DANS LA DIFFERENCIATION
CARDIAQUE:

Il a ét¢ démontré que plusieurs facteurs de croissance et morphogeénes secrétés surtout par
des cellules dérivées des autres feuillets embryonnaires jouaient un réle trés important dans
les mécanismes de la différenciation cardiaque. [155]. Par ailleurs, il a aussi été démontré
que plusieurs molécules étaient capables d’induire la différenciation cellulaire vers le
phénotype cardiaque. En effet, I’OT, une hormone hypothalamique impliquée dans la
contraction des cellules musculaires lisses lors des contractions utérines et de la lactation,
induit également la différenciation cardiaque et permet méme une différenciation plus
rapide, car les CM obtenus commencent a se contracter apres 8 jours de différenciation au
lieu de 12 [24]. De maniére similaire, I’hormone thyroidienne triiodothyronine (T3) est aussi
capable de suppléer a I’effet du DMSO [229]. Effectivement, plusieurs études ont démontré
que la différenciation cardiaque pouvait €tre induite dans les cellules P19 par I’agrégation
cellulaire combinée avec 1’ajout, dans le milieu de culture, de concentrations faibles de
DMSO [24, 43-47], d’AR uniquement a certaines concentrations puisque celui-ci est
majoritairement impliqué dans la différenciation neuronale [42, 48, 49] ou d’OT [24]. Qui
plus est, il a ét¢é démontré que la mobilisation du calcium intracellulaire médiée par le
récepteur OTR a été nécessaire pour réguler 1’augmentation du NO dans les cellules
endothéliales [165]. Danalache et al [28] ont constaté que le L-NAME et ’ODQ, des
inhibiteurs de la voie de signalisation NO/GCs/GMPc, avaient initié de fagon modeste la

cardiomyogenese dans les CECs de souris P19 et que 1'inhibition de la voie de signalisation
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NO/GCs/GMPc au cours de ce processus réduisait le rendement des CM. D’autres facteurs
tels que les protéines morphogénétiques osseuses (BMPs) ont montré leur implication dans
les mécanismes de différenciation cardiaque. En effet, en utilisant une lignée cellulaire
P19CL6 surexprimant noggin, un antagoniste des BMPs, cette lignée était incapable de se
différencier en CM [230]. Ces résultats ont démontré le role des BMPs dans I’induction
cardiaque et ont mis en évidence I’implication de la voie de signalisation p38/Mitogen
Activated Protein Kinase (MAPK) dans la cardiomyogenese. Ce dernier fait a été¢ confirmé
par d’autres études [231, 232]. Il a aussi démontré que la cardiomyogenese était également
activée par le BMP-2 dans les P19CL6 via un mécanisme dépendent de la Phosphatidyl-
Inositol-3-kinase (PI-3-kinase) [233]. En outre, Naito et al. [234] ont montré que 1’inhibition
de la PI-3-kinase par de la Wortmannin ou du LY294002 pouvait abolir la différenciation
cardiaque. Plusieurs études effectuées avec des CECs ont montré que I’activation de la voie
non-canonique par Wntl1 jouait aussi un role dans la cardiomyogenese [235]. En effet, du
milieu de culture conditionné avec Wntl1 peut déclencher la différenciation cardiaque en
absence de DMSO. De plus, il a aussi €t¢ démontré que les MAPKSs jouaient un réle clé dans
la différenciation cardiaque [236]. Ainsi, différentes lignées cellulaires ont été utilisées afin
d’identifier de nouveaux régulateurs de la cardiomyogenése, ainsi que leurs génes cibles. Par
exemple, un facteur de transcription précoce, nommé Myocytic Induction/Differentiation
ORIginator (MIDORI) fut identifi¢ en utilisant la technique de « differential display » des
ARNmMm [237]. Cette protéine est exprimée in vivo au jour 7,5 dans le mésoderme cardiaque
de ’embryon de souris et la surexpression de MIDORI dans des cellules P19 augmente le
nombre de cellules exprimant de la myosine. Des études plus fines de I’expression génique
au moyen de « cDNA microarrays » sur les cellules P19CL6 ont confirmé une expression
augmentée de plusieurs genes connus pour leur role dans la différenciation cardiaque in
vivo, comme eHAND, le facteur amplificateur spécifique des Myocytes-2C (MEF2C) et
mlc, mais aussi montré des changements d’expression d’un grand nombre d’« Expressed
Sequence Tags » ou ESTs dont la fonction reste a déterminer et qui pourraient donc étre des

régulateurs précoces de la cardiomyogenese [238].
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Schéma 11 - Voies de signalisation potentiellement empruntées par le récepteur de I’'OT
(OTR) et par les récepteurs peptidiques natriurétiques NPR-A et NPR-B au cours du
processus de différenciation cardiaque.

AKT, serine / threonine protein kinase Akt; ANP, atrial natriuretic peptide; CaM, calmodulin; ERK,
extracellular signal-regulated kinases; IP3, inositol 1,4,5-trisphosphate; eNOS, endothelial nitric
oxide synthase; PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PKC, protein kinase C; PLC,
phospholipase C; PI3K, phosphatidyl-3 kinase; ¢cGMP, cyclic guanosine monophosphate; pGC,
particulate guanylate cyclase; sGC, soluble guanylate cyclase; MIDORI, myocytic
induction/differentiation originator; NO, nitric oxide ; RA, retinoic acid; OT, oxytocin; OTR,
oxytocin receptor; DMSO, dimethyl-sulfoxide; T3, triiodothyronine; MAPK, mitogen activated
protein kinase.
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CHAPITRE V : CONCLUSION

- L’ANP stimule la différenciation des CECs de souris P19 en cardiomyocytes fonctionnels.

- L’antagoniste de la voie NPR-A-B/GCp/GMPc, A71915, stimule aussi la différenciation
des CECs de souris P19 en CM fonctionnels.

- A71915 potentialise les effets cardiomyogéniques de I’ANP et de I’OT.

Cela suggere que I’effet thérapeutique des PNs observé dans la défaillance cardiaque ainsi
que les propriétés vasodilatatrices de certains antagonistes des NPRs inclus la stimulation de
la différenciation des cellules souches en CM. Cela laisse donc a penser que les PNs ou les
antagonistes des NPRs pourraient €tre une alternative trés intéressante dans la thérapie

cellulaire visant a induire la régénération cardiovasculaire.

CHAPITRE VI : PERSPECTIVES

Dans le but d’¢lucider les mécanismes impliquant la voie de signalisation NPR/GCp/GMPc

sur la différenciation cardiaque, il serait intéressant :

- D’induire la différenciation des CEC de souris P19 avec 1’antagoniste A71915 en présence
de P’inhibiteur de la PDE-5 (Sildénafil), et/ou du eNOS (L-NAME) et/ou du GCs (ODQ)

dans le but de dissocier la voie GMPc impliquée dans la cardiomyogeneése.

- D’utiliser des donneurs de NO (SNAP) en présence de 1’antagoniste A71915 pour observer

une possible potentialisation de la différenciation cardiaque.

- De mesurer par essais radioimmunologiques le GMPc intracellulaire et extracellulaire
libéré par les cellules stimulées avec les antagonistes/inhibiteurs A71915, L-NAME, ODQ,
sildénafil seuls ou en combinaison afin de déterminer quelle combinaison permet d’abolir
totalement la production du GMPc. Une fois cela déterming, il serait intéressant d’en établir
la concentration optimale afin que cela induise le minimum d’effets cytotoxiques dans les

cellules. Et enfin pour terminer, il serait intéressant de confirmer 1’hypothése selon laquelle
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la production de GMPc médiée soit par le NO ou le récepteur NPR-A/B stimule la
différenciation cardiaque. Pour se faire, on pourrait induire la différenciation cellulaire avec
I’ajout de I’OT a la combinaison d’antagonistes abolisant totalement la production du GMPc

et observer si la différenciation cardiaque est stimulée ou inhibée.

- De déterminer si les récepteurs de I’ANP, soit NPR-A/B, sont essentiels a Ia
différenciation cardiaque, étant donné que 1I’OT stimule la libération d’ANP par le biais de
son récepteur OTR. Pour cela, on pourrait utiliser des ARN interférents (siRNA) dirigés
contre le NPR-A/B et observer suite a la stimulation des cellules avec I’OT si la
différenciation cardiaque a lieu. Etant donné que I’A71915 potentialise les effets de ’OT
alors on peut supposer que les NPRs jouent un réle important dans les mécanismes de la

différenciation cardiaque.

- Etant donné que I’OT est une hormone pléiotropique, et que 1’antagoniste A71915, un
antagoniste compétitif du GCp ayant déja été utilisé chez I’humain dans le cadre de la
régulation du tonus vasculaire [140] et des voies de signalisation impliquées dans la lipolyse
[239], potentialise les effets de I’OT dans le contexte de la différenciation cellulaire ainsi
que récemment dans la cardioprotection (résultats préliminaires observés dans les travaux
récents de ma collégue Araceli Gonzalez-Reyes), il serait intéressant de traiter des animaux
ayant subi des dommages ischémiques avec I’OT combinée a 1’antagoniste A71915 afin de
déterminer in vivo si les effets protecteurs, déja observés, de ’OT dans le traitement de
I’infarctus du myocarde peuvent étre amplifiés lorsque combiné a I’antagoniste du GCp,

A71915.
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ANNEXES :

Afin de prouver que mes cellules différenciées en cardiomyocytes sont bien fonctionnelles,

je mets a votre disposition les vidéos des colonies de cellules battantes observées sous la

stimulation des différents inducteurs utilisés dans ce travail (support CD/DVD).
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