
SYNTHÈSE 
médecine/sciences 1 996 ; 12 : J 065-76 

Sophie Marchal 
Isabelle Cassar-Malek 
Anne Rodier 
Chantal Wrutniak 
Gérard Cabello 

ADRESSE ___ _ _ _  _ 

1. Cassar-Malek, S. Marchal : étudiantes en 
stage post-doctoral. A. Rodier: étudiante en 
thèse. C. Wrutniak : chargée de recherche à 
l 'Inra. G. Cabello :  directeur de recherche à 
l 'Inra. Inra-Ensa, Laboratoire de différencia
tion cellulaire et croissance, Unité d'endo
crinologie cellulaire, 2, place Viala, 34060 
Montpellier Cedex 1 ,  France. 

TIRÉS À PART ______ _ 

G. Cabello. 
mis nO 10, vot. 12, octobre 96 

Mécanismes moléculaires 
impliqués dans l'activité 

, . myogenlque 
de la triiodothyronine (T3J 
Depuis les travaux initiaux de Scow en 1 95 1 ,  de nom
breuses données obtenues in vivo ont établi l'influence des 
hormones thyroïdiennes sur le développement musculaire. 
Les travaux réalisés au cours des trois dernières années 
grâce à la caractérisation des récepteurs nucléaires de la T3 
ont permis d'élucider quelques mécanismes moléculaires 
impliqués dans la stimulation de la différenciation muscu
laire par cette hormone. Parallèlement à une activation de 
la synthèse des facteurs myogéniques MyoD et Myogénine 
observée dans les myoblastes murins (mais pas dans les 
myoblastes aviaires) , l'inhibition de l'activité AP-l semble 
constituer un mécanisme majeur de l'influence myogénique 
de la T3. Cette voie d'action implique, à un moment précis 
de la progression des myoblastes dans la voie de la diffé
renciation terminale, l'induction de la synthèse de RXR et 
une stimulation transitoire de la voie de l'AMPc. 

L
' importance des hormones 
thyroïdiennes dans la régu
lat ion d u  développement  
musculaire est actuellement 
bien établie. I l  a été initiale

ment montré qu'elles exercent  un 
contrôle positif sur la c roissance 
pondérale du muscle squelettique 
[ l ] .  Cette action s ' explique non 
seulement par un accroissement du 
diamètre des fibres musculaires,  
mais également par une augmenta
tion de leur nombre [2 ,  3 ] . Pour la 
plupart des espèces à développe
ment précoce (grands mammifères, 
oiseaux, etc . ) ,  ce nombre n'évolue 
plus significativement après la nais
sance. Cela suggérait donc que les 

hormones thyroïdiennes exercent 
une influence anté natale sur ce 
paramètre,  en  accord avec l eur  
importance dans l a  régulation du  
développement des mammifères e t  
des amphibiens [4-7] . 
Paral lè lement  à leur  action tro
phique, ces hormones influencent 
également la nature des isoformes 
de myosine synthétisées par le tissu 
musculaire. Au cours du développe
ment, elles sont en particulier impli
quées dans le contrôle de la transi
tion myosine néon atalejmyosine  
adul te [ 8 ,  9 ] . D e  p lus ,  dans  le  
muscle cardiaque, la T3 stimule 
directement l 'expression du gène 
de  la chaîne lourde de  myosine 
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rapide (MHCa) et réprime celle du 
gène de la chaîne lourde de myosine 
lente (MHC�) [ 1 0, 1 1 ] .  Bien qu'un 
tel effet direct n 'ait pas été mis en 
évidence dans le muscle squelet
tique, cette hormone influence la 
synthèse des diverses isoformes de 
MHC d'une manière qui dépend du 
muscle étudié [ 1 2 ] .  Il est également 
é tabl i  que les hormones thyroï
diennes augmentent la proportion 
de fibres rapides dans le muscle 
squelettique [ 1 3 ] .  Chez le Rat, le 
récepteur c-erbA � est préférentiel
lement synthétisé dans les muscles 
lents, alors que c-erbA al constitue 
l ' i so forme maj o ri ta ire  dans  le s  
m uscles rapides [ 1 4 ] . Ainsi ,  bien 
que la spécifici té fonctionnelle de 
ces récepteurs soit  très mal connue, 
la possibilité d 'un contrôle indirect 
de la synthèse des myosines rapide 
ou lente par l 'une des isoformes de 
c-erbA ne peut  ê tre écartée .  E n  
outre, dans cette espèce, l a  déner
vation musculaire est  associée à 
une forte diminution de l 'expres
sion du gène c-erbA al [ 1 4] ,  ce qui 
suggère l 'existence d 'une interac
tion complexe entre les influences 
respectives de l ' innervation et de la 
T3 sur l 'acquisition des caractéris
tiques contractiles des fibres mus
culaires. 
Enfin, la T3 est considérée comme 
un régulateur majeur de la mito
chondriogenèse [ 1 5 ]  et de l'activité 
mitochondriale [ 1 6, 1 7] .  A ce titre, 
on peut raisonnablement  penser 
q u ' e l le  e s t  i m pl iquée  dans  le 
contrôle de l'acquisition des caracté
ristiques métaboliques des fibres 
musculaires. En effet, ce phénomène 
est associé à l'apparition d'une diffé
rence importan te du nombre de  
mitochondries entre les divers types 
de fibres. Un récepteur mitochon
drial de la T3, forme tronquée du 
récepteur nucléaire de cette hor
mone, c-erbA al , a été récemment 
caractérisé. Il apporte un outil molé
culaire qui doit aider à mieux com
prendre l'influence de la T3 sur la 
d ifférenciation  métabol ique des  
fibres musculaires. En effet, sa  surex
pression par transfection stable sti
mule la mitochondriogenèse et l 'acti
vité générale de l'organite [ 1 6, 18 ] . 
La  T3 e s t  d o n c  u n e  h o rm o n e  
importante pour l a  mise e n  place 
du tissu m usculaire ,  puisqu 'e l le  
influence non seulement le  déve-

loppement  pondéral de ce tissu, 
mais également l ' acquisit ion des 
caractéristiques contractiles et méta
boliques des fibres musculaires. La 
compréhens ion des  mécanismes 
impliqués dans les  effets de cette 
hormone devrait donc permettre de 
mieux connaître les facteurs impor
tants qui interviennent dans l 'onto
genèse des masses musculaires. 1 Quelques données 

générales 
sur la régulation 
de la myogenèse 

U n  c e rta in  nombre  de  travaux 
récents ont utilisé les cultures cellu
laires pour étudier les mécanismes 
impliqués dans la régulation de la 
différenciation des myoblastes par 
la T3. En effet, les cultures de myo
blastes ,  uti l isées depuis de nom
breuses  a n n é e s ,  permetten t  d e  
reproduire les grandes étapes d e  la 
myogenèse en l 'absence d' innerva
t ion .  Les événements impliqués ,  
résumés dans la figure 1 ,  compren
nent, notamment, le bloquage des 
myoblastes en phase Cl du cycle 
cel lulaire , é tape indispensable à 
l ' induction de la différenciation ter
m inale de  ces cel lules .  Dans les 
lignées myogéniques, la différencia
tion terminale est induite par une 
forte diminution de la concentra
tion sérique du milieu de culture à 
subconfluence cellulaire. Cela per
met d 'étudier les événements qui 
surviennent au cours de la phase 
prolifé rative des myoblastes sans 
interférence notable avec les pro
cessus de différenciation terminale. 
En o u tre ,  les l ignées ,  aisé m e n t  
transfectables, sont bien adaptées à 
l 'étude des mécanismes molécu
laires. 
Le contrôle de la myogenèse fait 
intervenir un ensemble complexe 
de mécan i smes  répresseurs qu i  
conservent les cellules dans l e  com
partiment prolifératif, et de méca
nismes inducteurs qui déclenchent 
la sortie c!es myoblastes du cycle cel
lulaire et la différenciation termi
nale. Parmi les mécanismes répres
seur s ,  o n  a m i s  e n  évi d e n c e  
l ' influence d e  certains facteurs de 
croissance tels que le FCF (fibroblasl 
growlh factor) [ 1 9] et des produits 
des oncogènes cellulaires comme 
Jun, Ras ou Fos [20, 2 1 ] .  
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La découverte des facteurs myogé
niques ( My[ 5, MyoD, Myogénine, 
MRF4) , fac teurs de transcription 
qui jouent un rôle essen tiel dans 
l 'acquisition du phénotype muscu
laire et l ' induction de la différencia
tion terminale in vivo comme in 
vitro (mis n° 4, vol. 1 0, p. 481) [22-
27] a constitué un apport majeur 
pour la compréhension des méca
nismes qui règlent positivement la 
myogenèse. L 'ac tivité de ces fac
teurs est notamment conditionnée 
par leurs possibilités d'hétérodimé
risation ;  les hétérodimères formés 
avec les  produi ts du gèn e  E2-5, 
MyoD/E 1 2  ou MyoD/E47, ont une 
grande affini té pour les boîtes E 
(éléments de réponse aux facteurs 

myogéniques présents sur le promo
teur de leurs gènes cibles) et par 
conséquent une forte activité trans
criptionnelle [28] _ En revanche, les 
p ro té i n e s  I d ,  dépourvues  de  
domaine de  liaison à l 'ADN, don t  la 
synthèse est réprimée au cours des 
processus de différenciation, inhi
bent fortement l ' activité des fac
teurs myogéniques ,  soit e n  com
plexant les produits du gène  E2-5, 
soit en titrant directement MyoD 
dans un hétérodimère transcrip
t io n n e l l e m e n t  i n a c ti f  [ 2 9 ] . Par 
ailleurs, on a démontré l ' influence 
myogé n ique  de M E F-2 (myocyte  
enhancer factor 2). Ce facteur, induit 
par MyoD et la Myogénine dans les 
c e l l u l e s  1 0T l / 2  [ 3 0 ] , s t i m u l e  

Prolifération active 
des myoblastes 

Arrêt de prolifération 
et fusion 

Myotubes ..... fibres 
musculaires 

�- � - - -� ---------

Facteurs 
myogéniques 

1 MyoD eVou Myf-5 � 1 Myogénine 1 1 MRF4 1 
Protéines �-énolase 
musculaires desmine 

dystrophine 
antigène 24. 1 D5 
anhydrase carbonique III 

Actine 
myosine 
troponine 
connectine 
desmine 
CPK 
AChR 
AChE 

F igure 1 .  Schéma récapitulatif des principaux événements de la différencia
tion des myoblastes in vitro. Dans les lignées musculaires, la différenciation 
terminale est induite, à subconfluence, par un abaissement de la concentra
tion en sérum du milieu de culture. Dans les cultures primaires ou secon
daires de myoblastes aviaires, la différenciation terminale survient spontané
ment. L 'évolution de la différenciation peut être estimée sur des critères 
morphologiques (indice de fusion : pourcentage de noyaux inclus dans les 
myotubes par rapport au nombre total de noyaux) ou biochimiques (quanti
fication de la synthèse des protéines spécifiques du muscle). La sortie des 
myoblastes du cycle cellulaire est un préalable indispensable à la différen
ciation terminale des myoblastes. CPK : créatine phosphokinase ; A ChR : 
récepteur de l'acétylcholine ;  AChE: acétylcholine estérase. ___ _ 
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l 'expression de gènes spécifiques du 
muscle, dont celui codant pour la 
Myogénine [3 1 ] .  
Les i n teractions sont  complexes 
entre les  mécanismes répresseurs et 
i nducteurs de la diffé renciation.  
Ainsi, certains facteurs de croissance 
inhibent la synthèse et l 'activité des 
fac teurs myogé n iques [ 32 ] . Les  
oncogènes cellulaires peuvent égale
ment interférer avec l 'activité de ces 
derniers. Par exemple, c:Jun forme 
un complexe avec MyoD et inactive 
ce dernier [ 20 ] . Des interactions 
fonctionnelles existent, en outre , 
entre les protéines de régulation du 
cycle cellulaire et MyoD. Ainsi, on a 
décrit la formation d'un complexe 
Rb/MyoD qui maintiendrait Rb sous 
une forme hypophosphorylée [33] . 
De même, la synthèse de la p21 ,  qui 
est corrélée à l ' induction de l 'arrêt 
du cycle cel lulaire dans les myo
blastes C2 [34] , pourrait être déclen
chée par MyoD [35] . Réciproque
ment, la surproduction de la cycline 
D I ou des inhibiteurs des Cdk (cyclin 
dependent kinases) p21 et p 16  respec
tivement  i n h ib e n t  ou st imulent  
l 'activité transcriptionnelle de  MyoD 
[34] . Ces données suggèrent donc 
que ce fac teur myogénique serait 
directement impliqué dans la sortie 
des myoblastes du compartiment 
prolifératif. 
Compte tenu  de leur  caractère 
récen t ,  les  é tudes  c o n c e r n a n t  
l ' influence myogénique i n  vitro de 
la T3 ont abordé de manière par
tielle l 'ensemble de ces régulations. 
L'influence de cette hormone sur 
les mécanismes répresseurs de la 
différenciation a été essentiellement 
abordée via son action sur l 'activité 
transcriptionnelle du complexe AP-l 
Gun/Fos  ou Jun/Jun ) .  I l  est en 
effet bien établi qu'une stimulation 
de l 'activité AP-l réprime la diffé
renciation terminale des myoblastes 
[ 36 ,  37 ] . Parmi les  mécanismes 
inducteurs de la différenciation ,  
l ' influence de  cette hormone sur la 
synthèse des facteurs myogéniques a 
fai t  l 'objet de différents travaux ; de 
m ê m e ,  l e s  i n terac t ions  M E F-
2/récepteur nucléaire de la T3 ont 
é té abordées. La grande majorité 
des expérimentations a été réalisée 
s u r  de s  l i gnée s  de myoblastes  
murins (C2.7, C2.C12  . . .  ) ou aviaires 
( lignée  de myoblastes de ca i l l e  
QM7) . 

1 La T3 accélère la sortie 
des myoblastes du cycle 
cellulaire et stimule 
leur différenciation 

La première étape des  travaux 
consacrés à l 'étude de l 'activité myo
génique de la T3 a consisté à carac
tériser l'influence de cette hormone 
sur  la d i fféren c ia t ion  des  myo
blastes. Lorsque le modèle aviaire 
est utilisé (cultures secondaires de 
myoblas tes  de ca i l l e  ou l ignée  
QM7) , l a  T3  en  faibles concentra
tions (0,6 nM) ,  stimule fortement la 
différenciation terminale des myo
blastes,  estimée  par des cr i tères 
morphologiques ( indice de fusion) 
ou biochimiques (synthèse des pro
téines spécifiques du muscle) [38, 
39] .  Des résultats comparables ont 
été obtenus,  en utilisant des concen
trations  supérieures d 'hormone,  
dans la lignée murine C2.7 [40] . 
De manière intéressante, dans le 
modèle aviaire, et contrairement au 
modèle murin [ 4 1 ] ,  cette activité 
myogénique de la T3 s'accompagne 
systématiquement d'une inhibition 
de la prol ifération des myoblastes 
dans un mi l ieu ri che  en sérum 
[38, 39]

' 
qui s 'explique essentielle

ment par une forte augmentation 
du nombre de myoblastes post
mitotiques [39 ] .  Au moins dans le 
modèle aviaire (myoblastes embryon
naires et lignée) ,  la T3 accélère donc 
la sortie des myoblastes du cycle cel
lulaire, préalable indispensable à 
leur différenciation terminale. De 
plus, l 'effet myogénique majeur de 
l 'hormone est enregistré lorsque le 
traitement par la T3 est restreint à la 
période de prolifération des myo
blastes  [ 39 ] . Ce la  permet  de 
conclure que le  contrôle de la  sortie 
des myoblastes du cycle cellulaire par 
la T3 est un élément très important 
de l ' influence myogénique de cette 
hormone. 
Par ailleurs, lorsque l'expression des 
facteurs myogéniques MyoD et Myo
génine et la différenciation termi
nale des myoblastes aviaires sont 
inhibées par un trai tement à la  
5-bromo-2-désoxy-uridi ne [ 42 ] , la  
T3 stimule modérément, mais signi
ficativement, la prolifération de ces 
cellules [ 38] . Un tel résultat est en 
accord avec l ' observatio n  se lon 
laquelle un oligonucléotide antisens 
dirigé contre le récepteur c-erbAal 
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inhibe la prolifération de précur
seurs neuronaux aviaires [43] . Ces 
d o n n é e s  s u ggè r e n t  d o n c  que  
l ' i nfluence positive de cette hor
mone sur le nombre de fibres mus
culaires pourrait s 'expliquer à deux 
niveaux : ( 1 )  une augmentation du 
nombre des cellules précurseurs du 
tissu musculaire, à un stade précoce 
du développement ; (2) une stimu
lation de leur capacité de fusionner 
à un stade plus tardif. 
U ne telle explication est concevable 
dans la mesure où les hormones thy
roïdiennes sont fonctionnelles à des 
stades précoces du développement. 
En effet, chez le poulet, la T3 d'ori
gine maternelle est présente dans le 
jaune d'œuf et peut donc être trans
férée à l ' embryon [ 44 ] . D 'autre 
part, l 'expression du gène  c-erbAa1 
a été détectée au stade le plus pré
coce étudié (4 jours in ovo) [45 ] . 

L'activité 
transcriptionnelle directe 
du récepteur 
de la T3 c-erbA a 1 
est-elle impliquée 
dans l'influence 
m yogénique de la T3 7 

Trois récepteurs nucléaires de la 
T3, produits des gènes c-erbA, a et �, 
ont été caractérisés. Les formes � 1  
e t  a sont synthétisées de manière 
ubiquitaire alors que c-erbA�2 est 
es sen ti e l l eme n t  syn t h é ti sé  dans  
l 'hypophyse. Les récepteurs c-erbA 
sont des facteurs de transcription 
dépendants de T3, qui se fixen t  
sous forme dimérique sur des élé
m e n ts de rép o n se s p é c ifiq u e s  
(T3RE pour T3 responsive elements) 
situés en  amont des gènes cibles de 
la T3. E n  absence de l igand, i l s  
répriment généralement  la trans
cription. En présence de T3, après 
changement de conformation ,  ils 
activent fortement la transcription. 
Cependant, sur certains T3RE, c
e rbA ac tivé par s o n  ligand agit 
comme répresseur transcriptionnel. 
Les récepteurs de la T3 se l ient  
n otamment  à l 'ADN sous forme 
d 'hétérodimères avec les  récepteurs 
de l 'acide rétinoïque, de la vitamine 
D 3 ,  PPAR et l e s  réce pteurs de  
l'acide 9-cis-rétinoïque (RXR) qui 
semblent constituer les partenaires 
majeurs. La formation d'hétérodi
mères avec un récepteur orphelin 

(COUP-TF) a également été propo
sée [ 1 6] . 
L'implication du récepteur nucléaire 
c-erbAa 1 de la T3 ,  seule forme 
détectable par Narthem biot dans les 
cultures de myoblastes murins C2.7 
ou aviaires (QM7) , a été établie dans 
cette dernière lignée par des expé
riences de transfections stc'1bles. En 
effet, la surexpression de ce récep
teur poten tial ise fortement  l ' i n
fluence myogénique de la T3 [46-
48 ] .  O r ,  deux  types d ' ac t iv ité 
transcriptionnelle ont été rapportés 
pour ce récepteur : ( 1 )  une activité 
directe en présence de T3 sur ses 
gènes cibles ; (2) une activité indi
recte via une inhibition de l'activité 
transcriptionnelle du complexe AP
l [49 ,  50] . Ces deux aspects ont été 
s imul tanément  étudiés  dans  les  
myoblastes. 
Les travaux concernant l ' ac tivité 
transcr ipti o n nel le  dire c te de ce  
récepteur on t  privilégié l ' influence 
de la T3 sur la production des fac
teurs myogéniques MyoD et Myogé
nine. Ils ont, cependant, fourni des 
résultats divergents dans les diffé
rents modèles expérimentaux étu
diés. Dans les lignées murines C2.7 
[40] et C2.C 1 2  [ 5 1 ,  52] ,  la T3 active 
la synthèse de ces facteurs myogé
niques, en accord avec la présence 
des élémen ts de réponse à c-erbAa1 
sur le promoteur de ces gènes [ 5 1 , 
52] .  E n  revanche,  dans la lignée 
aviaire QM7, la T3 n ' influence pas 
la synthèse de ces facteurs myogé
niques [39 ,  47, 53] ,  en accord avec 
l 'absence d'identification de T3RE 
sur  l e s  promote u rs de s  gè n e s  
aviaires. 
La comparaison des résultats obte
nus dans les modèles murins e t  
aviaires indique que la  stimulation 
de la synthèse de MyoD et de la 
Myogénine par la T3 n 'est probable
ment pas un élément essentiel de 
l'activité myogénique de cette hor
mone. En  effet, ce mécanisme n'est 
pas fon c ti o nne l  dans le modèle 
aviaire sur lequel la T3 exerce pour
tant son influence la plus marquée. 
En revanche, ie contrôle général de 
l 'activité des facteurs myogéniques, 
qui comprend celui de leur niveau 
de synthèse au moins chez la Souris, 
pourrait constituer une cible impor
tan te de la T3. L 'existence d 'un 
complexe protéique incluant MEF-2 
et le récepteur de cette hormone, 
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nécessaire à l ' induction du gène de 
la MHCa par la T3 ou par ce fac
teur de transcription, a été rappor
tée [54] ; par extension, un tel résul
tat suggérait que c-erbA pourrait 
également influencer l ' activité des 
facteurs myogéniques par une inter
action protéine/protéine directe . 
Les résultats actuels du laboratoire, 
pourtant en faveur de l ' existence 
d'une telle interaction, ne démon
trent pas de stimulation directe de 
l 'activité de MyoD par c-erbAa l 
dans les myoblastes aviaires. 
Cependant, l ' implication de l 'acti
vité transcriptionnelle de ce récep
teur dans l ' influence myogénique 
de la T3 ne peut être écartée. En 
effet ,  l 'u tilisation de la spécificité 
d 'action de l 'oncoprotéine v-erbA 
dans les myoblastes aviaires suggère 
qu'une telle voie participe à la sti
mulation de la différenciation ter
minale par cette hormone [47] . Des 
gènes cibles de la T3, différents de 
MyoD et myogénine, restent à caracté
riser. 

L'activité myogénique 
du récepteur orphelin 
COUP-TF diverge 
dans les m yoblastes 
murins et aviaires 

En raison de leur forte présence 
dans les myoblastes ,  on a é tudié 
l ' influence sur la myogenèse des 
récepteurs orphe l in s  C O U P-TF 
(Chicken ovalbumin upstream promo ter 
transcription factor) e t  rev-erbAa 
( transcr i t  à part ir  du br in  non  
codant du  locus c-erbAa) . Ces deux 
facteurs de transcription, qui appar
t ie n n e n t  à la  super  fami l le  des 
récepteurs nucléaires, présentent la 
particularité de se fixer sur des élé
ments de réponse dont la séquence 
nuc léo tidique est comparable à 
celle des T3RE. COUP-TF réprime 
l ' ac tivi té transcr ip tionne l l e  des  
récepteurs de la vitamine D3, de la  
T3 e t  de l 'acide rétinoïque [55 ]  
se lon deux mécanismes .  D ' u n e  
part, sous forme d 'homodimère, 
COUP-TF e n tre en compéti tion  
avec ces  récepteurs pour l 'occupa
tion de leurs éléments de réponse 
respectifs ; d 'autre part, il pourrait 
s ' hé térod iméri ser  avec cer ta ins  
d'entre eux pour former des com
plexes transcriptionnellement inac
tifs [56] . 

Sur les myoblastes murins C2. C 1 2  
cultivés dans u n  milieu non déplété 
en T3, Muscat et al. [57] montrent 
que COUP-TF réduit la fixation de 
l 'homodimère c-erbA ou de l 'hété
rodimère c-erbA/RXR sur les T3RE 
des gènes MyoD et myogénine et  
inhibe fortement la synthèse de  ces 
facteurs myogéniques. Cependant, 
la synthèse de l 'a-actine squelet
tique, utilisée comme marqueur de 
d i ffé ren c ia t io n ,  e s t  b e a u c o u p  
moins altérée .  La même équipe 
montre que,  selon des mécanismes 
du même type, la surexpression de 
rev-erbAa inhibe la différenciation 
terminale des myoblastes C2 . C 1 2  
[58]  . 
Paradoxalemen t, la surexpression 
de COUP-TF dans les myoblastes 
aviaires induit une forte stimulation 
de la différenciation de ces cellules, 
sans modifier significativement la 
synthèse de MyoD et Myogénine 
[ 4 7 ] . Plus ieurs raisons peuven t  
exp l iquer  u n e  te l le  diverge n c e  
selon l 'espèce considérée. En pre
mier lieu, les gènes MyoD et myogé
nine aviaires ne comportent pas de 
T3RE dans leur promoteur, contrai
rement  aux gènes  murins ; ce la  
exclut, a priori, un effet antagoniste 
de COUP-TF sur leur expression 
via un mécanisme dépendant de la 
T3. En second lieu, selon la classifi
cation de Forman et Samuels [59] , 
COUP-TF pourrait se l ier  à des 
séquences nucléotidiques du même 
type que  c e l l es r e c o n n u e s  par  
l 'oncoprotéine v-erbA. Or, l 'expres
sion de v-erbA stimule fortement la 
d i ffé r e n c i a t i o n  de s  myob la s te s  
av i a i re s  [ 46 ,  4 7 ] . Ai n s i ,  e n  
l 'absence d e  mécanismes capables 
de réprimer la synthèse des fac
teurs myogéniques MyoD et Myogé
nine,  COUP-TF pourrait modifier 
l 'expression de gènes susceptibles 
de stimuler la myogenèse, égale
ment réglée par v-erbA. 
Aucune étude n 'a  été effectuée à 
no tre connaissance pour déter
miner l ' influence myogénique de 
rev-erbAa dans  les myoblas tes  
aviaires. Cependant, comme ceux 
de COUP-TF, les mécanismes mis 
en cause dans la lignée C2.C 1 2  [58] 
ne sont pas fonctionnels dans ces 
cellules ce qui permet d'envisager 
que rev-erbAa exerce une action 
d i ffé re n te dans  les myoblas tes  
murins et aviaires. 
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En présence de RXR, 
le récepteur nucléaire 
de la T3, c-erbAa1, inhibe 
l'activité AP- 1  
dans les myoblastes 

Comme nous l ' avons précédem
ment rapporté, l 'activité transcrip
tionnelle du complexe AP-l est un 
élément important de la régulation 
de la myogenèse. En particulier, la 
stimulation de cette activité induit 
une forte inhibition de la différen
c iat ion des myoblastes [ 36 ,  3 7 ] . 
L'étude des interactions fonction
nelles c-erbAj AP-l présentait donc 
un intérêt particulier dans le cadre 
de la compréhension des effets myo
géniques de la T3. 
Des travaux antérieurs, notamment 
réalisés par l 'équipe de J. Samarut à 
Lyon [49 ] , ont établi que, comme 
les récepteurs de l 'acide rétinoïque 
et des glucocorticoïdes, les récep
teurs de la T3 ac tivés par l eur  
ligand inhibent l 'activité AP-l .  Les 
e x p é r i e n c e s  réa l i s ée s  dans  l e  
modèle  avia ire ( c ul tures secon
daires et lignée QM7) démontrent 
c e p e n dant  que les i n terac t ions  
c-erbAal j  AP-l ne sont  pas  fonc
tionnelles dans les myoblastes proli-

A B 

féra tifs [46-48] . En accord avec les 
travaux réalisés par Downes et al. 
sur la lignée murine C2.C 1 2  [60] , 
aucune  i soforme de  RXR n ' es t  
décelable dans ces cellules [47, 48] .  
De plus, la synthèse de RXRy ou a 
restaure la capacité de c-erbAa l 
d ' inhiber l 'activité AP- l dans les 
myoblastes aviaires [47,  48] . Cela 
démontre donc que RXR est un 
partenaire indispensable au carac
tère fonctionnel des in teractions 
c-erbAj AP- l .  
Or, les isoformes y et a de  RXR sont 
induites très rapidement dans les 
myoblastes par la réduction de la 
concentration sérique du milieu de 
culture destinée à induire la diffé
renciation terminale [60 ] . La T3, 
via son  récep te u r  n u c l é a i re c
erbAal ,  pourrait donc contribuer à 
déclencher la différenciation des 
myoblastes en inhibant l 'activité AP-l 
à un stade précis, caractérisé par la 
synthèse de RXR (figure 2). Cette 
hypothèse  e s t  e n  a c c o rd avec 
l 'observation selon laquelle la surex
pression de RXRy par transfection 
stable induit une forte potentialisa
tion de l 'effet myogénique de la T3 
dans des myoblastes témoins ou sur
exprimant c-erbAal [48 ] . 

C 

� � 
1 TPARE 1 )( 

TPARE 

� 1 T3RE 1 )( 

!P- I TPARE 1 )( 
T3RE 

Prolifération 
Induction de la DiHérenciation 
différenciation terminale 

Figure 2. Hypothèse impliquant AP- 1 et RXR dans l'influence myogénique de 
la T3. A. Dans les myoblastes proliféra tifs, en absence de RXR, l'activité AP- 1 
est élevée ce qui réprime la différenciation. La T3 peut activer, pendant cette 
période, un ensemble de gènes importants pour la différenciation. B. L 'expres
sion de RXR induit la formation d'un complexe AP- 1/c-erbNRXR, à la fois inac
tif sur un T3RE (T3 responsive element) et sur un TPARE (TPA (tetradecanoyl 
phorbol acetate) responsive element). L 'activité AP- 1  est inhibée, déréprimant 
ainsi la différenciation terminale. Dans ces conditions, les protéines contrôlées 
par la T3, synthétisées en A peuvent participer à l'induction de la différencia
tion. C. Dans les cellules différenciées, l'activité AP- 1 est faible. Les gènes ré
glés par la T3 sont activés par l'hétérodimère c-erbAjRXR. RT3 :  récepteur de la 
T3; RXR : récepteur de l'acide 9-cis -rétinoïque. 
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Un tel mécanisme est particulière
ment  i n téressant .  I l  pourrait e n  
effe t cons ti tuer  une  protec ti o n  
contre l ' induction d'une différen
ciation anticipée par la T3 qui se 
traduirait par une réduction de la 
période de prolifération des myo
blastes et, par conséquent, par un 
déficit en  fibres musculaires à la  
naissance. 

La stimulation 
de la différenciation 
des myoblastes par la T3 
a une composante 
dépendante de rAMPc 

U n  autre mécanisme,  de n ature 
indirecte, a également été associé à 
l ' influence myogénique de la T3. 
Une augmentation transitoire de la 
quant i té d 'AMPc i n tracel lula ire 
quelques heures avant le début de 
la  fusion des myoblastes a été rap
portée au cours des années 1 970 
[61 ] .  Or, il apparaît, au moins dans 
le modèle aviaire, que la T3 anticipe 
et potentialise cette élévation [39] . 
Cette observation prend toute sa 
va leur  lors q u e ,  dans  ce m ê m e  
modèle, i l  est établi que l ' inhibition 
de l ' augmentation transitoire de 
l 'AMPc bloque la différenc iation 
terminale des myoblastes [ 39] , ce 
qui établit l ' implication d'un tel évé
n e m e n t  dans  l e s  processus  qu i  
induisen t  la différenciation .  De  
p lus ,  u n  traitement  par le  8-Br
AMPc restreint à la phase proliféra
t ive des  myoblastes  reprodui t  
l 'ensemble des effets myogéniques 
de la T3 : accélération de la sortie 
des myoblastes du cycle cellulaire, 
augmen tation de l ' accumulation 
n ucléaire de BTG 1 ( pour B-cell 
translocation gene, voir paragraphe 
suivant) , stim ulation de la différen
ciation terminale [39] . Ces résultats 
suggèrent  donc que l 'activité myo
génique de la T3 a également une 
composante dépendante de l 'AMPe. 
Cependant, dans cette série d 'expé
riences, aucune influence à court 
terme de la T3 sur la production 
d 'AMPc comparable à celle rappor
tée a n tér ieure m e n t  dans  divers 
types cellulaires [62] n 'a pu ê tre 
mise en évidence. Cela démontre le 
caractère i ndirect d'une telle voie 
d'action. 
Les mécanismes qui interviennent 
dans la stimulation de la différencia-

tion des myoblastes par l 'AMPc sont 
mu l tip le s .  A in s i ,  l ' in fluence  de 
l 'AMPc sur le caractère fonctionnel 
de la p27ki/J/ [ 63 ] , i nh ibiteur des 
complexes cdk-cyclines, a été récem
ment établie.  Ce phénomène, qui 
pourrait être impliqué dans la sortie 
des myoblastes du cycle cellulaire, 
mériterai t  d 'ê tre vérifié  dans les 
lignées myogéniques. Par ailleurs, la 
translocation nucléai re de MyoD, 
qui  conditionne son activité,  est 
sous contrôle indirect de la protéine 
k i n ase  dépen d a n te de l 'AMPc  
(PKA) [64] . Enfin ,  l ' influence myo
génique du 8-Br-AMPc a été asso
c iée  à deux autres mécanismes .  
D 'une part, comme dans d 'autres 
types cellulaires [65] , la phosphory
la t ion  de  c-e rbAa 1 par la  PKA 
potentialise son activité transcrip
tionnelle en présence de T3 [66] 
dans les myoblastes aviaires. Ainsi, 
en stimulant l 'expression des gènes 
cibles de cette hormone, une telle 
voie d'action pourrait contribuer de 
manière indirecte à la stimulation 
de la différenciation musculaire par 
la T3. D'autre part, dans le même 
modèle, un traitement par le 8-Br
AMPc en  phase proliférative aug
mente la synthèse du facteur de 
transcription CREB dépendant de 
l 'AMPc dès l ' induction de la diffé
renciation [66] . En dehors de son 
activi té transcrip tionnelle directe ,  
CREB inhibe l 'activité AP-1 , dans les 
myoblastes (mis n° 4, vol. 7, p. 506) 
[66] , comme dans les autres types 
cellulaires [67,  68] . 
Cependant, l ' i nfluence de CREB 
sur l 'activité AP-1 est abolie par une 
phosphorylation par la PKA [66] . 
Cette constatation pourrait suggérer 
que l 'activation de la voie AMPc, sti
mulus qui augmente la synthèse de 
CREB, devrait également inhiber 
par phosphorylation son éventuelle 
activité myogénique via la répres
sion de AP-l .  E n  fait, le caractère 
trans i toire de l 'augmentation de 
l 'AMPc (2 h) associé à l 'activation 
im portan te des phosphatases au 
cours de la différenciation [69,  70] ,  
se traduit probablement par l 'exis
tence d'une forme majoritaire non 
phosphorylée de CREB quelques 
heures après cet événement.  Ces 
données permettent  de proposer 
l ' hypothèse  prés e n tée  dans  la 
figure 3, impliquant la voie AMPc 
dans la stimulation de la différencia-
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Figure 3. Hypothèse impliquant l'élévation transitoire de l'AMPc dans la sti
mulation de la différenciation terminale des myoblastes aviaires par la T3. 
Après potentialisation par la T3 de l'élévation transitoire de l'AMPc qui pré
cède la différenciation des myoblastes. A. L'AMPc accroÎt l'activité transcrip
tionnelle du récepteur nucléaire de la T3, en activant sa phosphorylation par 
la PKA. Ce récepteur est impliqué dans la stimulation de la différenciation 
par la T3. Ce mécanisme est susceptible de potentialiser l'activité myogé
nique de cette hormone. B. L'AMPc stimule la synthèse du facteur de trans
cription CREa. C. Après la chute rapide de la concentration intracellulaire 
d'A MPc, la forme non phosphorylée de CREa devient majoritaire. D. CREa 
non phosphorylé inhibe l'activité AP- 7, phénomène susceptible de dérépri
mer la différenciation terminale. Les points A, a et D sont démontrés expéri
mentalement. L 'influence de l'AMPc sur l'activité de la p2?"pl, mise en évi
dence dans un autre modèle, reste à établir dans les myoblastes. De plus, en 
activant la PKA, l'élévation de l'AMPc pourrait activer la translocation 
nucléaire de MyoD. T3RE : T3 responsive element ; TPARE: TPA (tetradeca
noyl phorbol acetate) responsive element. 

tion des myoblastes par la T3. L'évo
lution respective des formes phos
phorylées et non phosphorylées de 
CREB au cours de la différenciation 
reste néanmoins  à é tabl ir  pour 
conforter cette hypothèse. 
La réalité d'un tel mécanisme dans 
les cultures de myoblastes aviaires 
est en accord avec l 'observation que 
la surexpression de CREB par trans
fection stable dans ces cellules sti
mule leur différenciation, et qu'un 
tra i temen t  cont inu  par le  8-Br
AMPc annule l ' influence myogé
nique de CREB [66] . Ce dernier 
résultat apporte également un élé-

m e n t  d ' expl icat ion aux travaux 
antérieurs indiquant qu'une stimu
lation prolongée de la voie AMPc 
( traitement par le 8-Br-AMPc ou le 
db-AMPc, surexpression de la sous
u n i té c a ta lyt ique de l a  PKA ) , 
incluant la période de différencia
tion,  inhibe cette dernière. Il faut 
souligner que ce type d 'expérimen
tation n ' est pas représentatif des 
phénomènes qui surviennent dans 
les cultures de myoblastes, caractéri
sés  par u n e  st imulation de très 
courte durée de la voie AMPc; qui 
survient avant la différenciation ter
minale. Il ne tient pas compte des 
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travaux qui démontrent qu'une acti
vation de cette voie est indispen
sable à l ' induction de la différencia
tion mais n 'est pas compatible avec 
son déroulement [39] . 
Ces données associées à celles pré
sentées dans les paragraphes précé
dents suggèrent que l 'activité AP-l 
est une cible majeure de la T3 dans 
les myoblastes. Elle est, en effet,  
inhibée par deux mécanismes diffé
rents, dont le ciblage dans le temps 
est caractérisé par la syn thèse de 
RXR d ' un e  part ,  et l ' ex i s tence  
d ' u n e  é lévatio n  d e  l a  q u an ti té 
d'AMPc dont l 'origine reste à défi
nir, d'autre part. Il est intéressant 
de constater que ces deux événe
ments, qui conditionnent l 'aptitude 
de la T3 à inhiber l 'activité AP-l , 
surviennent peu de temps avant le 
début de la fusion des myoblastes. 1 BTG 1, protéine 

an tiproliférative, 
est une cible de la T3 
et de rAMPe 

L'influence de la T3 sur la synthèse 
ou l 'activité de protéines impliquées 
dans la régulation du cycle cellu
laire n 'a pas été étudiée dans les 
myoblastes. Cependant, en 1 99 1 ,  les 
travaux de Rimokh et al. [71 ] ont 
permis la caractérisation du gène 
B TC 1 ,  m e m bre d ' un e  n o uvel le  
famil le de gènes  antiprolifératifs 
comprenant Tis2l et PC3. Les carac
téristiques de la synthèse de la pro
téine BTGl au cours du cycle cellu
laire permettent de penser qu'elle 
pourrait  bloquer les cel lu les  en 
phase G 1 ,  en accord avec son acti
vité antiproliférative dans la lignée 
NIH3T3 [72] . 
Dans les myoblastes aviaires, la syn
thèse de BTGl ,  fortement réprimée 
au stade prolifératif, est induite à 
subconfluence cellulaire. A ce stade, 
la protéine est local isée dans le 
noyau. Bien que la T3 et le 8-Br
AMPc n ' i nflu e n c e n t  pas  l ' é ta t  
d'équilibre des transcrits BTC1, ces 
fac teurs potential isent fortement 
leur accumulation nucléaire [39 ] 
(figure 4) en stimulant leur translo
cation [53] . De plus, une stimula
tion de l 'activité AP-l i nhibe forte
m e n t  l a  synthèse  d e  BTG l 
endogène, en accord avec l 'observa
t ion se lon laquelle e l le  réprime 
l 'activité du promoteur de son gène 

[53] . Ces derniers résultats appor
tent un  élément d ' expl ication à 
l ' absence d 'expression de BTC l  
pendant la phase d e  prolifération, 
caractérisée par une activité AP-l 
é l evé e .  E nfin ,  l a  surexpress ion 
stable de BTCl dans les myoblastes 
aviaires accélère leur sortie du cycle 
cellulaire et stimule leur différencia
tion terminale [53] . 

F igure 4. La T3 et le 8-Br-AMPc sti
mulent l'accumulation nucléaire de 
la protéine antiproliférative BTG 1  (B
cell translocation gene). La localisa
tion de la protéine BTG 1 est étudiée 
à 72 h de culture dans un milieu riche 
en sérum par cyto-immunofluores
cence dans la lignée de myoblastes 
aviaires DM7 (anticorps obtenu par 
le Dr J. P. Rouault, L yon, x 400). 
A. M yoblastes tra ités par la T3 
(0, 6 nM). B. Myoblastes témoins. 
C. Myoblastes traités par le 8-Br
AMPc (50 J1M). (document reproduit 
avec l'autorisation de Exp Cell Res). 
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L ' hypothèse générale présentée  
dans l a  figure 5, concernant les méca
nismes moléculaires de l ' ac tivi té 
myogénique de la T3, peut être pro
posée à part ir de l 'ensemble des ré
sultats passés en revue dans cette syn
thèse. L' inhibition de l 'activité AP- l 
joue un rôle important dans cette hy
pothèse. En effet, elle induit, notam
ment, la synthèse de BTG l ,  dont la 
translocation nucléaire est stimulée 
par la T3 et l 'AMPe. De plus, l ' inhibi
tion de l 'activité AP-l se traduit par 

une diminution de la synthèse de c
Jun, cible de ce complexe de trans
cription par un phénomène d'auto
régulation. Un tel phénomène peut 
permettre d 'augmente r  l ' ac tivité 
transcriptionnelle de MyoD par désé
questration de ce dernier du com
plexe J un/MyoD. 

1 Conclusions 

Bien que l ' i mportance de la T3 
dans la régulation des divers aspects 

Différenciation 
terminale 

Synthèse 
MyoD, Myogénine 
(souris) 
Autres facteurs 
spécifiques du muscle ? 

c-erb Aa1 
+ AXA 

e 

..- - - - - - - - - 1 

e 

1 
1 
1 

1 
1 

1 P27kiP1 1 
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Figure 5. Bases moléculaires de l'activité myogénique de la T3 : hypothèse 
générale. L 'activité AP- 1 inhibe la différenciation par plusieurs mécanismes. 
Elle réprime notamment la synthèse de la protéine antiproliférative BTG 1 ( B
cel l  translocation gene).  L 'inhibition de l'activité AP- 1 par la T3, selon deux 
mécanismes impliquant l'A MPc et CREB d'une part, RXR d'autre part, 
déclenche la synthèse de BTG 1. A ce stade, la T3 et l'AMPc stimulent la 
translocation nucléaire de BTG 1. Ce mécanisme, à double détente, est sus
ceptible d'induire la sortie des myoblastes du cycle cellulaire, élément très 
important de l'activité myogénique de la T3 et de l'A MPc. Par ailleurs, la 
potentialisation de l'élévation de l'AMPc qui précède la différenciation termi
nale des myoblastes stimule l'activité transcriptionnelle du récepteur de la 
T3. Enfin, ce phénomène pourrait induire l'activation de la p2?,ip l .  Les phé
nomènes expérimentalement mis en évidence sont présentés en traits 
pleins. + : stimulation ; - : inhibition. 
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du développement musculaire soit 
é tab l i e  d e p u i s  de n o m b re u s e s  
années,  les mécanismes en  cause 
n 'étaient pas élucidés. Les travaux 
récents ont apporté des connais
sances nouvelles dans ce domaine. 
D 'une part, l ' activité myogénique 
de cette hormone est le résultat de 
plusieurs mécanismes convergents 
qui semblent impliquer le récepteur 
nucléaire de la T3, son partenaire 
RXR, et la voie de l 'AMPc via le fac
teur de transcription CREB. D'autre 
part, il apparaît que l ' inhibition de 
l 'activité AP- l consti tue un méca
nisme central de l 'action de la T3 
dans les myoblastes à un stade pré
cis de leur progression vers la diffé
renciation terminale, caractérisé par 
la synthèse de RXR et l 'augmenta
tion transitoire de la concentration 
i ntracellulaire d 'AMPe. En outre, 
une inhibition de la synthèse de la 
PKC par la T3, dès l ' induction de la 
d i fférenc iat ion term i nale ,  a été  
observée au laboratoire [66] ; elle 
pourrait constituer un mécan isme 
additionnel contribuant à la répres
sion de l 'activité AP-l . 
Par ai l leurs ,  il est i n té ressant de 
constater que, malgré la présence 
précoce de T3 et de ses récepteurs 
au cours du développement,  ces 
mécanismes assurent une protection 
contre une différenciation anticipée 
des myoblastes par cette hormone. 
Ainsi, la T3 stimule indiscutablement 
la myogenèse, mais la présence de 
l 'honnone et de ses récepteurs n 'est 
pas suffisante pour induire une telle 
activité. 
Enfin,  l 'hypothèse générale présen
tée figure 5, qui reprend l 'ensemble 
des résultats concernant l 'activi té 
myogén ique de la T3,  const i tue 
une première tentative intégrée de 
compréhens ion des mécani smes  
d ' a c t i o n  de  c e tte h o r m o n e  au  
n iveau moléculaire. Elle ne tient 
cependant pas totalement compte 
de la complexité des voies d 'action 
de la T3. En effet, en modifiant les 
flux calciques [ 73 ] , une éventuelle 
voie d 'action membranaire pour
rait être impliquée dans la régula
tion de la différenciation cellulaire. 
De plus, les travaux en cours dans 
notre laboratoire i ndiquent que la 
voie d'action mitochondriale de la 
T3 est un élément important de 
l ' a c t i v i té  myogé n i q u e  de c e tte  
hormone . 
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Summary 
Molecular basis of triiodothyronine myogenic influence 

The importance of thyroid hor
mone in the regulation of in vivo 
myogenic processes is weil  docu
mented. This hormone stimulates 
muscle growth by increasing the 
fibers number and diameter. In  
addition, T3  affects the expression 
of different myosin isoforms, by a 
direct transcription al pathway in 
cardiac muscle, indirectly in skele
tal muscle. Last, according to the 
s trong effe c t  of th i s  hormone 
upon mi tochondriogenesis  and 
mitochondrial activity, i t  could be 
also involved in the  processes of 
metabolic differen tiation .  How
ever, the molecular basis of these 
influences remained largely un
known. Cell culture experiments 
provide strong evidence that T3 
st imulates  myoblast differentia
tion, by increasing the rate of myo
blast  wi thdrawal fro m  the ce l l  
cycle. Recent data suggest that in  
murine myoblasts, MyoD and mya
genin genes transcription is  directly 
stimulated by T3 ; however, as a 
s imi lar  phenomenon does no t  
occur in  avian myoblasts in  which 
T3 displays a stronger myogenic 
influence,  such a mechanism is 
probably not essential. Studies per
formed in avian ceUs ( secondary 
cultures and QM7 line) indicate 
that inhibition of AP-1 activity is 
probably a crucial target involved 
i n  the  T3 myogen ic  i n fluence .  

Interestingly, this pathway i s  only 
effective at a specific stage of myo
blast progression in the differen
tiation program : ( 1 )  the liganded 
c-erbAu 1 T3 n uc lear  receptor 
represses AP-1 transcriptional acti
vity only when RXR is expressed, 
an event induced by reducing the 
serum concentration in the cul
ture medium to induce terminal 
differentiation ; (2 )  at this stage, a 
T3-regulated transient increase in 
cAMP produc t i o n  s t imul ates  
CREB express i o n ,  a n d  conse 
quently its ability to repress AP-1 
activity. As AP-1 activity represses 
BTG1 ( an antiproliferative pro
tein)  expression, this event conse
quently aUows BTG1 to be synthe
tized. Moreover, T3 stimulates the 
nuclear import of this protein in 
paraUel to an increase of myoblast 
exit  from the cell  cycle ,  Lastly, 
BTG 1 overexpress ion ,  as a T3 
treatment, stimulates myoblast ter
m inai d ifferentiation.  Ali these 
data clearly suggest that AP-1 acti
vity is a crucial target of T3, able to 
repress the expression of BTG 1 ,  a 
protein displaying a similar myoge
nic influence than T3. Moreover, 
as T3 and its receptor cannot inhi
bit AP-1 activity by themselves, this 
influence is only induced at a par
ticular stage, th us providing pro
tection against anticipated diffe
rentiation ,  
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