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L'effet de l'hypoxie sur les conditions de culture des cellules souches mésenchymateuses de 

la moelle osseuse

Il  est  maintenant  établi  que  les  cellules  souches  mésenchymateuses  (Mesenchymal  Stem 

Cells), résident dans la même niche que les cellules souches hématopoïétiques (Hematopoietic Stem 

Cells), au sein de la moelle osseuse (MO). Il est également connu que la pression en O2 (pO2) de la 

niche est inférieure à la normale, soit moins de 5% pO2 contre 12-15 % pO2 dans le sang artériel 

[Mohyeldin, 2010; Csete, 2005; Brahimi-Horn, 2007]. Comme nous le développons dans notre revue,  

cette hypoxie a des conséquences sur le métabolisme, notamment en protégeant les cellules souches 

contre le stress oxydatif et en favorisant le caractère multipotent de ces cellules. Notre hypothèse est  

que les MSC cultivées en hypoxie devraient être plus proches de leur condition physiologique et 

donc plus « multipotentes ». Des MSC de la MO humaine ont été cultivées en pression en O2 de 21% 

et de 5%. Leur morphologie, leur capacité de différenciation en ostéocytes et adipocytes, ainsi que 

leur transcriptome ont été comparés à différents passages. Nous avons observé un ralentissement de 

la prolifération à des temps précoces en hypoxie, caractérisée par une inhibition de l’expression de 

gènes  impliqués  dans  la  réplication et  le  cycle  cellulaire,  puis  une augmentation  à  des  passages  

tardifs. Quel que soit le passage, les gènes codant pour des molécules d’adhérence et de la matrice 

extracellulaire sont stimulés par l’hypoxie. A des temps tardifs, la capacité de différenciation des 

MSC est stimulée en hypoxie, les cellules présentent un aspect plus immature et une diminution de  

synthèse  des  mitochondries.  Surtout,  l’hypoxie  stimule  la  synthèse  de  « gènes  de  la  plasticité » 

suivant le logiciel « Gene Ontology » (GO), et de nombreux gènes impliqués dans le développement 

épithélial  et  neuronal.  En  conclusion,  la  culture  des  MSC  de  MO  en  hypoxie  semble  plus 

physiologique  et  pourrait  être  utile  pour  des  applications  en  médecine  régénératrice.  Les  effets 

potentiels sur le caractère immunosuppresseur des MSC sont également discutés.

Mots clés : cellules souches mésenchymateuses ; moelle osseuse ; différenciation ; hypoxie ; plasticité.



The effects of hypoxia in the culture conditions of mesenchymal stem cells derived from the 

human bone marrow

It is now settled that mesenchymal stem cells (MSC), reside in the same microenvironment or 

niche than hematopoietic stem cells (HSC), within the bone marrow (BM). It is also known that the 

O2 tension (pO2) of the niche is below 5% as compared to 21% O2 in the air and 12-15% in the arterial 

blood [Mohyeldin, 2010; Csete, 2005; Brahimi-Horn, 2007]. As developed in our recent review, this 

physiological hypoxia protects stem cells from oxidative stress and maintains their multipotential 

state.  Our  hypothesis  is  that  MSC cultured  in  hypoxia  should  be  closer  to  their  physiological  

condition and therefore more "multipotent". MSC from human BM were cultured et 21% and at 5% 

pO2.  Their  morphology,  their  ability  to  differentiate  into  osteocytes  and  adipocytes,  and  their  

transcriptome were compared at different passages. We observed a decrease of proliferation rate in  

early  times  in  hypoxia,  characterized  by  inhibition  of  the  expression  of  genes  involved  in  cell 

replication  and  cell  cycle,  and  an  increase  in  later  passages.  Whatever  the  passage,  the  genes  

encoding adhesion molecules and extracellular matrix are stimulated by hypoxia. At later times, the 

ability of MSC differentiation is stimulated by hypoxia, the cells look to be more immature and show 

decreased synthesis of mitochondria.  Indeed, hypoxia stimulates the synthesis of plasticity genes 

according to “Gene Ontology” (GO) terms, and of several genes involved in neuronal- and epithelial-

cell  development.  In  conclusion,  the  culture  of  MSC  from  BM  in  hypoxia  seems  to  be  more 

physiological and may be useful for regenerative medicine applications. The potential effects on the 

immunosuppressive nature of MSC are also discussed.

Keywords: mesenchymal stem cells; bone marrow; differentiation; hypoxia; plasticity.
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Introduction Générale



INTRODUCTION GÉNÉRALE

La multipotence des cellules souches mésenchymateuses et hématopoïétiques dans la moelle 

osseuse serait assuré par l'état hypoxique de la niche. La plupart des études sur les effets de l'hypoxie  

sur  les  MSC ont  été  faites  dans  un  court  temps  d'exposition  à  la  faible  pression  en  oxygène. 

Cependant, des résultats des études faites sur un temps d'exposition à long terme peuvent être plus  

pertinents.

À cette fin, nous avons effectué des études morphologiques, de différenciation et du profil de la 

transcription des MSC cultivées tant en normoxie (21% pO2) qu'en hypoxie (5% pO2) jusqu'à passage 

2. Les cellules au passage 0 et  au passage 2 ont été comparées.  Les MSC cultivées en condition 

d’hypoxie jusqu'à passage 0 ont générée des colonies moins nombreuses et plus petites que celles 

cultivées en normoxie. En parallèle, les MSC ont montré une inhibition dans l'expression de gènes (>  

4 fois) impliqués dans le métabolisme de l'ADN, la progression du cycle cellulaire et la cohésion des 

chromosomes. Par contre, la transcription des gènes impliqués dans l'adhésion et le métabolisme 

cellulaire  (CD93,  ESAM, VWF, PLVAP, ANGPT2,  LEP,  TCF1)  ont  été  stimulées  en hypoxie.  Par 

rapport à ces cellules cultivées en normoxie, les cellules hypoxiques sont morphologiquement moins 

différenciées et contiennent moins de mitochondries.

Au passage 2, après une phase de latence, le nombre des cellules cultivées en hypoxie a été 

supérieur.  Aussi  bien  l'expression  de  certains  gènes  impliqués  dans  l'assemblage  de  la  matrice 

extracellulaire  (SMOC2),  de  neurones  et  du  développement  musculaire  (NOG,  GPR56,  SNTG2, 

LAMA) et du développement épithélial (DMKN) a été augmentée en hypoxie. Le programme Gene 

Ontology attribue ces gènes, décrits ici pour la première fois dans ce type d'étude, au groupe de 

« gènes de la plasticité ». 

Le temps d'incubation en hypoxie est critique dans la capacité de différenciation des MSC. 

Même dans des conditions favorisant la croissance, l'hypoxie soutient un programme génétique qui 

maintient  les  cellules  indifférenciées  et  pluripotentes.  Cette  condition  peut  être  un  reflet  de 

l'expression de gènes in vivo des MSC, avec des implications potentielles en médecine régénérative.
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ÉTUDES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1 Les cellules souches

Trois catégories de cellules de base constituent le corps humain :

1) les cellules germinales qui sont les cellules qui donnent naissance à des gamètes (ovules et 

spermatozoïdes)

2)  les  cellules  somatiques,  qui  constituent  la  majeure  partie  des  cellules  qui  aboutissent  à 

l'homme adulte et chacune de ces cellules à l'état différencié, a sa propre copie du génome ; la seule 

exception étant les cellules sans noyau, à savoir les globules rouges

3) les cellules souches, qui selon la définition canonique, sont des cellules qui ont la capacité de 

se  diviser  indéfiniment  in  vivo en  donnant  à  la  fois  des  cellules  souches  à  partir  d'une  cellule 

individuelle (auto-renouvellement) aussi que à des cellules spécialisées matures (multipotentialité) 

[Alison, 2002].

1.1.1 Définition des cellules souches

Les cellules souches sont définies fonctionnellement comme des cellules qui ont aussi bien la 

capacité d'auto-renouvellement que de générer des cellules différenciées [Smith, 2001; Weissman, 

2001]. Spécifiquement, les cellules souches peuvent générer des cellules filles identiques à leur mère 

(auto-renouvellement), ainsi que produire des descendants avec un potentiel plus restreint (cellules 

différenciées).  Cette  définition  simple  et  large  peut  être  satisfaisante  pour  les  cellules  souches 

embryonnaires ou fœtales qui ne subsistent pas pendant toute la vie d'un organisme. Mais cette 

définition ne permet pas de distinguer les  cellules progénitrices adultes  transitoires,  qui ont une 

capacité réduite d'auto-renouvellement,  des cellules souches adultes. Il  est donc important quand 

nous décrivons les cellules souches adultes de restreindre cette définition aux cellules qui s'auto-

renouvellent tout au long de la vie de l'animal [van der Kooy, 2000]. Un autre paramètre à considérer  

est  la  potentialité,  c'est  à  dire,  la  capacité  de  générer  ou  pas  de  multiples  types  de  cellules 

différenciées. Ainsi, une caractérisation plus complète d'une cellule souche comprend un test de la 

capacité de réplication, de la clonalité et de la potentialité.
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ÉTUDES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1.1.1 Auto-renouvellement

L’auto-renouvellement  définit  la  capacité  qu’ont  les  cellules  souches  de  proliférer  tout  en 

maintenant  au  fil  des  générations  leurs  potentialités  [Pittenger,  1999].  Deux  types  d’auto-

renouvellements sont possibles : symétrique ou asymétrique.

1.1.1.1.1 Modèle symétrique

Dans le modèle « symétrique », chaque cellule souche se divise et génère deux cellules filles 

identiques  et  équivalentes  entre-elles  mais  également  à  la  cellule  mère.  Lorsque  les  signaux 

contrôlant  positivement  l’auto-renouvellement  viennent  à  manquer  ou  lorsque  des  signaux 

contrôlant positivement la détermination apparaissent, l’ensemble des cellules souches s’engage alors 

vers la différenciation (engagement symétrique). Par exemple, l'œuf fécondé se divise en deux, puis 

en quatre cellules identiques (car chacune d'entre elles peut donner encore un embryon complet).

1.1.1.1.2 Modèle asymétrique

Il  existe  deux  mécanismes  par  lesquels  cette  asymétrie  peut  être  atteinte,  selon  qu'elle  se 

produit avant (division asymétrique) ou après (asymétrie environnementale) la division cellulaire. 

Dans la division asymétrique, les déterminants spécifiques présents dans le cytoplasme (ARNm 

et/ou protéines)  se redistribuent inégalement avant le début  de la division cellulaire.  Pendant  la 

mitose, le plan de clivage est orienté de façon à ce qu'une seule cellule fille reçoive ces déterminants.  
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Figure 1 : Modèles de division 
asymétrique. À gauche, modèle  
asymétrique-intrinsèque. À droite,  
modèle asymétrique-extrinsèque 
(d'après Wilson, 2006).
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Par conséquent, sont produites deux cellules filles non identiques. Une des cellules restera cellule 

souche, tandis que l'autre se différencie (Figure 1a). 

Une autre façon d'atteindre l'asymétrie est l'exposition des deux cellules filles à des signaux 

extrinsèques  différents  fournis  par  des  microenvironnements  locaux  distincts  (Figure  1b).  Par 

conséquent, une cellule souche va suivre d'abord une division symétrique avec la production de deux 

cellules filles identiques. Une de ces cellules filles reste dans le microenvironnement, en conservant 

ce  destin  de  cellule  souche  et  l'autre  reçoit  des  signaux  produits  par  un  microenvironnement  

différent, qui la conduisent vers la différenciation.

Dans ce modèle, chaque cellule se divise pour donner une cellule identique à elle-même plus 

une cellule différenciée [Wilson, 2006].

1.1.1.2 Clonalité

L'entité clonogénique de la cellule souche est peut être la caractéristique la plus importante : 

c'est une cellule individuelle avec la capacité de se multiplier. Bien que certains phénomènes soient  

bien  compris,  il  reste  plusieurs  questions  pratiques  auxquelles  il  faut  répondre.  Par  exemple,  

comment  est  constituée  une  lignée  cellulaire  ?  La  réponse  serait  « une  population  clonale  ou 

apparemment homogène de cellules qui peuvent être amplifiées en culture, congelées, décongelées,  

puis repiquées in vitro ». Mais il faut reconnaître que les cultures cellulaires qui ne proviennent pas 

d'une seule cellule peuvent être issues d'une population mixte contenant des cellules souches et d'une 

population de cellules de « soutien », des cellules nécessaires à la propagation des cellules souches 

présumées. Par conséquent, une lignée de cellules souches doit faire référence à sa provenance.

1.1.1.3 Potentialité 

Le  terme  « potentialité »  d'une  cellule  est  couramment  utilisé  pour  décrire  la  capacité  de 

développement de cellules souches. La totipotence est un terme que certains utilisent pour identifier 

une cellule souche qui peut se différentier, permettant le développement complet d'un individu . A 

l'origine  de  la  vie  d'un  organisme  il  existe  une  cellule  souche,  il  s'agit  d'une  cellule  unique 

totipotente.  Cette  cellule  peut  donner  lieu  à  une  descendance  de  cellules  spécialisées  des  tissus 

embryonnaires ou adultes. La cellule souche ultime, cet à dire l'œuf fécondé, se divise pour donner  

naissance à des branches (lignages) de cellules qui forment les divers organes différenciés. Au cours 

des 3 à 4 premières divisions, chaque cellule fille conserve sa totipotence. Ensuite, à travers une série  

de divisions et de différenciations, les cellules souches embryonnaires perdent leur totipotence et 
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acquièrent  de  fonctions  des  cellules  plus  différenciées.  Ce  processus  est  connu sous  le  nom de 

« engagement ». Au cours du renouvellement de tissu dans les organes adultes, les cellules souches 

tissulaires  donnent  lieu  à  une  descendance  qui  se  différencie  en  cellules  fonctionnelles  matures  

(cellules progénitrices). Ces cellules sont pluripotentes. Elles ont l'aptitude de donner plusieurs types 

de  cellules  des  trois  feuillets  embryonnaires  (ectoderme,  mésoderme  et  endoderme),  mais  pas 

l'organisme tout entier. 

Les cellules multipotentes donnent naissance à plusieurs types cellulaires, comme par exemple 

les cellules souches myéloïdes de la moelle osseuse . Il existe également des exemples de populations  

de cellules souches qui sont tripotentes, bipotentes ou bien unipotentes, comme les cellules souches 

épidermiques [Bongso, 2009].

1.1.2 Caractéristiques des cellules souches

Comme il a été mentionné antérieurement, quand une cellule souche se divise, les cellules filles 

peuvent soit prendre un chemin conduisant à la formation d'une cellule différenciée spécialisée, soit  

s'auto-renouveler, ce qui assure une réserve de cellules souches pour réapprovisionner constamment 

l'organe  adulte.  Ce  mécanisme physiologique  est  nécessaire  pour  le  maintien  de  la  composition  

cellulaire des tissus et organes du corps. D'autres atouts des cellules souches leur permettent entre 

autre de se différencier en différents types cellulaires au-delà des tissus dans lesquels elles résident 

habituellement.  Cette propriété est connue comme « plasticité » des cellules souches.  Les cellules 

souches sont également très clonogéniques et en général représentent un faible pourcentage du total 

des cellules qui composent un organe particulier [Gardner, 2002].

Les  cellules  souches  peuvent  également  être  classées  en  totipotentes,  pluripotentes  et 

multipotentes.  Parmi les cellules  pluripotentes il  existe quatre catégories de cellules souches :  les 

cellules  souches  embryonnaires,  les  cellules  germinales  embryonnaires,  les  cellules  de carcinome 

embryonnaire et les cellules progénitrices multipotentes adultes de la moelle osseuse [Smith, 2001].  

Seules ces dernières sont physiologiques, car elles sont présentes chez l'adulte normal. Il est possible  

que les cellules germinales embryonnaires aient une capacité relativement limitée par rapport aux 

cellules  souches  embryonnaires  parce  que  les  premières  sont  plus  en  aval  dans  le  schéma  du 

développement embryonnaire. Les lignées de cellules de carcinomes embryonnaires humains sont 

dérivées  de  tumeurs  de  cellules  germinales  et  elles  ont  servi  longtemps  pour  l'étude  du 

développement humain et de la différenciation in vitro [Andrews, 2002].
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L'équipe de Verfaillie a démontré l'existence de cellules souches plutipotentes adultes isolées de 

la moelle osseuse de souris, appelées MAPC (Multipotent Adult Progenitor Cells) [Jiang, 2002]. Ces 

cellules,  sélectionnées dans des conditions spéciales, seraient capables de se différencier en types 

cellulaires  caractéristiques  des  trois  feuillets  embryonnaires,  y  compris  des HSC  capables  de 

reconstitution à long terme [Sohni, 2011]. Une étude a démontré que la transplantation des MAPC 

chez des souris irradiées permet une reconstitution hématopoïétique avec production de HSC et des  

différentes populations cellulaires hématopoïétiques [Serafini, 2007]. 

Les MAPC ont été comparées aux cellules souches embryonnaires du fait de leur capacité de 

différenciation, mais en contrepartie, elles ont été difficiles à reproduire dans d'autres laboratoires. 

Cependant, ces données laissent ouverte la possibilité qu'il existe au sein des couches stromales une 

population mineure avec un double potentiel très faible, qui pourraient être sélectionnée en utilisant 

des  conditions  de  culture  spécifiques.  Une  autre  possibilité  est  que  la  production  de  cellules  

pluripotentes pourrait résulter de la sélection des vestiges des cellules souches embryonnaires ayant 

été hébergées dans la moelle osseuse. Par ailleurs, cette population pourrait être le résultat d'une 

reprogrammation,  similaire  à  ce  qui  se  passe  pour les  cellules  pluripotentes  induites  à partir  de  

fibroblastes dermiques [Takahashi, 2006; Charbord, 2011].

La multipotence est la capacité de donner lieu à un nombre limité de types cellulaires et de  

tissus en fonction de leur emplacement, par exemple, les cellules souches du sang donnent lieu à des 

globules rouges, globules blancs et plaquettes, tandis que des cellules souches de la peau donnent 

naissance à différents types de cellules de la peau. Des rapports récents suggèrent que les cellules  

souches adultes, comme les cellules souches hématopoïétiques, les cellules souches neuronales et les  

cellules  souches  mésenchymateuses,  pourraient  se  différencier  en  cellules  de  différents  tissus 

[Bjornson, 1999; Clarke, 2000; Jackson, 1999; Krause, 2001]. Ce phénomène de plasticité des cellules 

souches  adultes  a  été  appelé  «transdifférenciation»  et  semble  défier  les  règles  canoniques  de 

l'engagement strict de la lignée embryonnaire au cours du développement embryonnaire.

La différenciation  in vitro peut  être  spontanée ou contrôlée.  Plusieurs  scientifiques croient 

qu’in vivo il existe certains environnements qui pourraient être permissifs pour la fusion cellulaire, et 

que  la  fusion  cellulaire  pourrait  être  une  autre  explication  pour  certains  événements  de 

transdifférenciation des cellules souches somatiques. Le phénomène de transdifférenciation n'est pas 

aussi simple qu'il  y paraît.  Des événements rares de transdifférenciation pourraient être le reflet  

d'une  erreur  dans  la  spécification  des  cellules  qui  n'a  pas  été  détectée  ou  pourrait  peut-être  

représenter un mécanisme de réparation facultative en réponse à des lésions tissulaires graves.
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1.1.3 Les cellules souches et leurs niches

Les niches de cellules souches sont des endroits spécialisés, dans les  tissus, responsables du 

maintien de l'homéostasie tissulaire, c'est-à-dire, le maintien de l'équilibre entre les différents types 

de cellules qui composent un tissu. La niche est décrite comme un compartiment anatomique défini, 

comprenant  des  composants  cellulaires  et  non-cellulaires  (matrice  extracellulaire,  cytokines, 

chimiokines, facteurs de croissance d’action locale), capable d'intégrer des signaux systémiques et 

locaux qui régulent la biologie de ces cellules [Jones, 2008a]. Cette niche ou microenvironnement 

assure  l'équilibre  entre  l'auto-renouvellement  et  la  différenciation,  et  la  production  de  cellules 

matures fonctionnelles [Moore, 2006].

Des cellules,  des  vaisseaux sanguins  et  des  glycoprotéines  de  la  matrice  font  partie  d'une 

structure tridimensionnelle qui fournit un microenvironnement hautement spécialisé ou le contact et  

la communication entre eux sont essentiels. En autre, le milieu métabolique formé par des facteurs 

de croissance, des protéines de signalisation cellulaire et la pression partielle en oxygène aident à 

conformer la niche [Scadden, 2010].

Dans les années 1970,  un modèle  de microenvironnement inductif  de l’hématopoïèse a été 

décrit (revue dans [Trentin, 1989]). En 1977, Dexter a proposé l'utilisation d'une couche de cellules  

stromales adhérentes pour le maintien des HSC de souris en culture à long terme [Dexter, 1977].  Ces 

systèmes ont contribué à approfondir le concept de niche par Robert Schofield en 1978. Il a énoncé 

l’hypothèse que les HSC ne pouvaient maintenir leur caractère souche, autrement dit,  l'équilibre 

entre l'auto-renouvellement et la détermination vers les lignages hématopoïétiques, qu’en gardant un 

contact physique avec un stroma approprié, constitué de cellules stromales associées à leur matrice  

extracellulaire [Schofield, 1978].

La notion de niche est aujourd’hui largement confirmée et peut être appliquée à la plupart des 

cellules souches. Des exemples de niches bien étudiées sont ceux des cellules souches intestinales et 

du follicule pileux. Les HSC de la moelle osseuse constituent la population de cellules souches la 

mieux caractérisée. Mais, au contraire des exemples cités antérieurement, peu d'information in situ 

est disponible pour définir les relations anatomiques et structurales entre les cellules souches, leur  

descendance et les cellules du microenvironnement. Plusieurs publications ont décrit deux modèles 

de  niche  hématopoïétique.  Le  modèle  de  la  niche  ostéoblastique,  dans  laquelle  la  composante 

stromale est le résultat de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes 

et le modèle de la niche vasculaire, dont le stroma est constitué par des cellules du sinus vasculaire.  

Un grand nombre de voies de régulation participe au contrôle moléculaire des HSC par les cellules 
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stromales.  Des voies d'adhésion sont indispensables,  ainsi bien que des voies de cytokines ou de 

morphogènes, même si elles sont redondantes (revue dans [Charbord, 2011]).

1.1.4 Les différentes sources et catégories de cellules souches

Les cellules souches peuvent être classées en quatre grandes catégories en fonction de leur 

origine, à savoir : cellules souches d'embryons, cellules souches provenant du fœtus, cellules souches 

du cordon ombilical et cellules souches adultes. Chacune d'elles peuvent être regroupées en sous-

types (Figure 2).  Enfin, au sein d’un organisme, une cellule souche donnée peut être extraite de  

plusieurs tissus différents. Ainsi, des HSC existent dans la MO mais aussi le foie du fœtus. Des MSC  

existent  dans la  MO mais aussi  dans de très  nombreux tissus  de l’adulte.  Bien que ces  cellules 

partagent un grand nombre de caractères morphologiques et fonctionnels communs, elles ne sont pas 

strictement  identiques.  C’est  pourquoi  l’origine  anatomique  d’une  cellule  souche,  en  particulier 

d’une MSC reste un paramètre important dans l’interprétation des résultats expérimentaux.
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Figure 2: Classification des cellules souches humaines (d'après Bongso, 2005).
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1.1.4.1 Les cellules souches embryonnaires (Embryonic Stem Cells)

Elles  sont  dérivées  de  la  masse  cellulaire  interne  (inner  cell  mass)  de  blastocystes  de 

mammifères.  L'ICM de blastocyste  humain de  5-6  jours  constitue  la  source d’ESC pluripotentes  

(Figure  3).  Au  cours  du  développement  embryonnaire,  l'ICM  forme  deux  couches  de  cellules 

distinctes, l'épiblaste et l'hypoblaste. L'hypoblaste forme le sac vitellin. L'épiblaste se différencie en 

trois couches germinales primordiales (ectoderme, mésoderme et endoderme) pour donner le soma 

complet de l'organisme adulte. Les cellules embryonnaires endodermiques sont plutôt limitées dans 

leurs voies de développement. Une petite population de cellules multipotentes, appelée « endoderme 

définitif », donne lieu à tous les organes dérivés de l'endoderme chez l'adulte. L'endoderme définitif 

est  séparé  pendant  la  gastrulation  des  cellules  pluripotentes  d'ICM  immédiatement  après 

l'implantation.  L'endoderme  définitif  comprend  une  feuille  épithéliale  d'environ  600  cellules  qui 

recouvrent  la  surface  ventrale  de  l'embryon.  Cette  feuille  formera  plus  tard  l'intestin  [National  

Research Council, 2002]. Connaître ce qui conduit aux différentes voies de développement est crucial 

pour comprendre les facteurs et les événements qui conduisent à la différenciation des ESC vers des 

tissus désirés.

La sous-culture continue in vitro et l'expansion des ICM isolées sur une couche nourricière de 

fibroblastes  embryonnaires  (humains  ou  murins)  conduit  au  développement  d'une lignée  d’ESC.  

Cependant,  dans  la  nature,  les  ESC  sont  éphémères  et  présentes  seulement  dans  l'ICM  des 

blastocystes. 
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Figure  3 :  Lignages  cellulaires  à  partir  d'ICM  de  
blastocystes humains (d'après Bongso, 2005).
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Les  ESC peuvent se  propager très facilement  in vitro et,  dans des  conditions  optimales de 

culture, se diviser symétriquement pour donner deux cellules filles. Les lignées d’ESC expriment le  

gène  de  la  télomérase  et  sa  protéine,  ce  qui  garantit  que  les  extrémités  des  télomères 

chromosomiques sont  conservées à chaque division cellulaire,  empêchant  les  cellules  d'entrer  en 

sénescence. Ces cellules conservent également un caryotype normal après le passage en continu in 

vitro, ce qui les rend vraiment immortelles. Elles peuvent donner toutes les cellules tissulaires mais  

pas les annexes extra-embryonnaires, comme le placenta.

Parmi les cellules embryonnaires il existe d'autres types de cellules : les cellules germinales  

embryonnaires humaines (Embryonic Germinal Stem Cells). Elles sont aussi une forme de cellules 

souches, qui ont été isolées des cellules germinales primordiales (précurseurs diploïdes des cellules 

germinales qui existent transitoirement dans l'embryon avant d'entrer en association avec les cellules 

somatiques de gonade et de devenir irréversiblement engagées vers des cellules germinales) de la 

crête gonadale de fœtus de 5-9 semaines issue d'une interruption volontaire de grossesse. Shamblott 

et al ont signalé le succès de l'isolement et la caractérisation de lignées cellulaires EGC [Shamblott,  

2001;  Shamblott,  1998].  Les  cellules  EGC sont  pluripotentes  et  sont  capables  de  former  les  trois 

couches germinales primordiales. 

1.1.4.2 Les cellules souches fœtales

C'est un type de cellules primitives qui se trouvent dans les organes du fœtus et qui finissent 

par se développer dans les différents organes du corps. La recherche avec les cellules souches fœtales  

a été limitée jusqu'ici à quelques types cellulaires seulement en raison de l'indisponibilité de fœtus.  

Les  cellules  souches  de  la  crête  neurale,  cellules  souches  hématopoïétiques  fœtales  et  îlots  des 

progéniteurs pancréatiques ont été isolées des produits d'avortement [Beattie, 1997].

1.1.4.3 Les cellules souches du sang de cordon ombilical

Ce  sont  des  cellules  souches  en  circulation  qui  comprennent  de  cellules  souches 

hématopoïétiques et cellules souches non hématopoïétiques.  Elles ont montré des caractéristiques 

multipotentes en étant capables de se différencier en neurones et en cellules hépatiques [Rogers,  

2004]. Tandis que les cellules souches de sang de cordon et plus spécifiquement leur stockage pour 

une utilisation ultérieure ont attiré l'attention, il  a été également écrit que la matrice du cordon 

ombilical contient des cellules souches potentiellement utiles [Mitchell, 2003]. Cette matrice appelée 

gelée de Wharton a été une source d'isolement des cellules souches mésenchymateuses. Ces cellules 
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expriment des marqueurs typiques de cellules souches, et montrent une activité télomérase élevée.  

Elles ont été amplifiées sur une longue période et peuvent être induites à se différencier in vitro en 

neurones.

1.1.4.4 Les cellules souches adultes

Elles sont également connues sous le nom de cellules souches somatiques, ce qui est un abus de 

langage dans la mesure où il existe des cellules souches germinales chez l’adulte, et peuvent être  

trouvées dans divers tissus et organes : 

• Les cellules souches hématopoïétiques (moelle osseuse et sang périphérique). La moelle os-

seuse possède des cellules souches d'origines hématopoïétiques et mésenchymateuses. L'hé-

matopoïèse est la production et l'entretien des cellules souches du sang ainsi que leur prolifé-

ration et différenciation en cellules du sang périphérique. Les cellules souches hématopoïé-

tiques sont dérivées au début de l'embryogenèse à partir du mésoderme et se déposent dans 

des sites très spécifiques d'hématopoïèses dans l'embryon. Ces sites comprennent la moelle 

osseuse, le foie et le sac vitellin. Les cellules souches hématopoïétiques sont les cellules 

adultes les plus étudiées ; elles peuvent être purifiées en utilisant des anticorps monoclonaux 

(des cellules progénitrices lymphoïdes communes et des myéloïdes-érythrocytaires ont été 

isolées et caractérisées). Les HSC ont été largement utilisées en milieu clinique depuis plus de 

40 ans et constituent la base du succès de transplantation de moelle osseuse. Malheureuse-

ment, les HSC sont rares et difficiles à isoler in vivo de leurs nombreuses niches. Dans l’orga-

nisme humain néonatal et adulte, le pourcentage de cellules CD34-positives (marqueur ubi-

quitaire des HSC) est de 0,2-0,5% dans le sang, de 0,5-1% dans la MO et 1% dans le thymus 

[Dalloul, 1999; Canque, 2000]. En réalité ces cellules sont très hétérogènes dans chaque tissu 

et sont à des stades de différenciation très divers. Seuls des tests de culture à long terme (long 

term initiating cells) [Sutherland, 1989], des tests de reconstitution hématopoïétiques in vivo, 

on permis d’évaluer le nombre de « véritables » HSC capables de reconstituer la totalité des 

lignages sanguins. On estime grâce à ces techniques que, environ 1 sur 100 000 cellules de la 

moelle osseuse seulement est une HSC [Spradling, 2001], soit approximativement une cellule 

CD34+/100 chez l’homme.

• Les cellules souches mésenchymateuses sont une composante du stroma de la moelle osseuse,  

c’est-à-dire des cellules nourricières non sanguines de ce tissu. Le tissu stromal de la moelle  
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est constitué d'une population hétérogène de cellules qui comprend des cellules réticulaires, 

des  adipocytes,  des  cellules  ostéogéniques,  des  cellules  musculaires  lisses,  des  cellules 

endothéliales et des macrophages [Bianco, 1998]. Les MSC sont une population de cellules 

souches  adultes  bien  caractérisées.  Elles  sont  répandues  dans  la  moelle  osseuse  à  faible 

quantité (1 sur 104 – 105 cellules mononucléées). On pense qu'elles sont capables de réparer 

une blessure locale grâce à la participation d'une population de cellules souches trouvées dans 

le  tissu  stromal.  Elles  se  divisent  in  vitro dans  des  milieux  de  culture  appropriés  pour 

produire des cellules filles qui se différencient en plusieurs types de tissus mésodermiques, y  

compris l'os,  le  cartilage,  le muscle,  le  stroma de la moelle,  les tendons, les ligaments,  la  

graisse et une variété d'autres tissus conjonctifs [Caplan, 1994; Short, 2003]. La caractérisation 

des MSC a été facilitée par la simplicité de leur culture. En outre, des études récentes ont 

montré que les MSC peuvent également se différencier en cellules neuronales, en exprimant  

des marqueurs typiques de neurones matures. Plusieurs rapports on fait allusion au fait que 

les MSC peuvent donner lieu à une variété de types cellulaires en laboratoire, à savoir les 

cellules adipeuses, du cartilage, d'os, des tendons et des ligaments, des cellules musculaires, 

des cellules de la peau et même des cellules nerveuses [Baksh, 2004; Delorme, 2006; Zhang,  

2007].

Outre le stroma de la moelle osseuse, les MSC peuvent également être dérivées du périoste, de  

la graisse et de la peau. Certaines preuves montrent que les MAPC, qui sont des cellules rares parmi 

les MSC peuvent donner lieu, non seulement à des tissus mésodermiques, mais aussi à des tissus  

endodermiques [Jiang, 2002].

• Parmi les cellules souches adultes il existe aussi des cellules originaires de l'intestin, du foie, 

de l'os, du cartilage, de l'épiderme (peau et cheveux), du système nerveux, du pancréas et de 

l'œil  [Gronthos,  1999;  Luskin,  1993;  Nuttall,  1998;  Reynolds,  1992;  Tropepe,  2000;  Wright, 

2000; Zulewski, 2001].
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1.2 Les cellules souches mésenchymateuses

Les MSC sont une population de cellules souches multipotentes adultes, non-hématopoïétiques, 

présente dans tous les tissus conjonctifs. Elles ont été identifiées initialement au sein de la moelle  

osseuse, où elles fournissent le microenvironnement approprié pour le soutien de l'hématopoïèse. Ces 

cellules conforment une population hétérogène qui génèrent, in vivo, toutes les cellules du squelette. 

Elles  sont  des  cellules  adhérentes  in  vitro,  capables  de  se  différencier  dans  des  lignages 

mésodermiques, lorsqu'elles sont cultivées dans des conditions appropriées. 

Par leur potentiel de différenciation, leur production de cytokines, de facteurs trophiques et 

leurs actions immuno-suppressives, elles sont un outil thérapeutique tant en médecine régénérative 

que dans le traitement des pathologies immunitaires et inflammatoires.

1.2.1 La découverte des MSC

C'est  Alexander  Friedenstein,  un chercheur soviétique,  qui,  dans les  années 1960 a mis en 

évidence l'existence de précurseurs du tissu fibreux et des ostéoblastes dans la moelle osseuse de 

souris. Quand les cellules de la moelle osseuse de rongeurs étaient ensemencées à faible densité dans 

des milieux liquides contenant du sérum, il a observé, après quelques jours, l'apparition de colonies 

de  cellules  adhérentes  au  plastique,  allongées  et  d'apparence  fibroblastique.  Chaque  colonie,  

ensemencée  individuellement  sous  la  capsule  rénale  a  généré  du  tissu  fibreux,  de  l'os  ou  des  

trabécules  osseux contenant  de la  moelle  hématopoïétique  quelques  semaines  après.  L'utilisation 

d'animaux  chimériques  pour  cette  expérience  a  permis  de  montrer  que  le  tissu  fibreux  et  l'os 

provenaient bien du donneur, tandis que les cellules hématopoïétiques provenaient du receveur. Ces 

expériences ont conduit donc à deux hypothèses principales :

1) L'existence au sein de la moelle osseuse de progéniteurs capables de générer in vivo du tissu 

fibreux et de l'os, stade final dans le développement fonctionnel des MSC. La démonstration 

de l'existence de MSC a reposé principalement sur des tests rétrospectifs. Le test standard 

pour identifier des MSC utilisé depuis les années 1970 est le test d'unité formant des colonies 

type-fibroblaste (CFU-F). Ce test, au minimum, identifie les cellules adhérentes, en forme de 

fuseau qui prolifèrent pour former des colonies [Friedenstein, 1970].

2) L'existence de niches de cellules souches où certains composants cellulaires et/ou 

moléculaires du tissu osseux, générateur de CFU-F, avaient une fonction stromale de soutien 

de l'hématopoïèse.

15



ÉTUDES BIBLIOGRAPHIQUES

1.2.2 Les MSC de différents tissus

Les  MSC ont  été  isolées  de plusieurs  espèces,  notamment des  humains  [Castro-Malaspina, 

1980;  Haynesworth,  1992;  Bruno,  2009]  et  des  souris  [Gindraux,  2007;  Sung,  2008].  Elles  sont 

présentes  dans  de  nombreux  tissus  autres  que  la  moelle  osseuse,  comme  du  sang  périphérique 

[Zvaifler, 2000], du sang de cordon [Erices, 2000], des cellules de cordon de la gelée de Wharton 

[Sarugaser, 2005], du tissu adipeux [Zuk, 2002], du liquide amniotique [In 't Anker, 2003], de l'os  

compact [Guo, 2006], du périoste [Nakahara, 1991; De Bari, 2001; De Bari, 2006], de la membrane  

synoviale [De Bari, 2001; De Bari, 2003] et du liquide synovial [Jones, 2004] du cartilage articulaire 

[Dowthwaite, 2004] et des tissus fœtaux [Campagnoli, 2001; Miao, 2006]. Les cellules provenant de 

tissus différents montrent une hétérogénéité phénotypique et elles possèdent différentes capacités de 

croissance. Aussi bien, elles montrent des similitudes dans leur potentiel de différenciation dans les  

lignages mésenchymateuses et dans l'expression de marqueurs de surface communes [Baksh, 2007].

Malgré des années de recherche, le lieu et le rôle exactes des MSC natives au sein de leur tissu 

d'origine  in  vivo ne  sont  pas  connus,  principalement  dû  à  l'absence  de  marqueurs  spécifiques 

permettant  leur  identification  [Bianco,  2008;  Jones,  2008b].  Le  phénotype  des  MSC  natives  est 

différent de celui in vitro. Elles subissent des réarrangements phénotypiques en perdant l'expression 

de certains marqueurs et  en acquérant de nouvelles,  dû à la suppression de leur environnement 

naturel et l'utilisation des produits chimiques et des conditions de croissance qui pourraient modifier  

leurs caractéristiques [Jones, 2002; Delorme, 2009].

1.2.3 Le caractère « souche » des MSC

Les  critères  minimaux pour  définir  les  cellules  souches  adultes  de  tissus  sont :  (1)  qu'elles 

constituent une population hétérogène de cellules immatures, (2) capables de régénérer leur tissu 

d'origine et donc à haut potentiel prolifératif (en général, multipotentes), (3) et capables de s'auto-

renouveler. Un autre critère est celui de flexibilité, parfois associé aux critères précédents, puisque 

certaines  des  propriétés  des  cellules  souches,  notamment  leur  potentiel  de  prolifération  et  de 

différenciation, ne sont pas définitivement fixés. En effet, les cellules souches sont susceptibles de  

passer d'un état quiescent à un état prolifératif et vice-versa [Loeffler, 1997; Loeffler, 2002; revue dans 

[Charbord,  2010]).  Ces  critères  sont  évalués  ci-dessous  dans  le  cas  des  cellules  souches 

mésenchymateuses immatures adultes.
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1.2.3.1 La multipotence des MSC

La  multipotence  est  une  des  caractéristiques  des  MSC.  Ces  cellules  sont  capables  de  se 

différencier, dans des conditions de culture appropriées, non seulement en adipocytes (A) [Dennis, 

1999], chondrocytes (C) [Kadiyala, 1997] et ostéoblastes (O) [Bruder, 1997; Bruder, 1998], mais aussi 

en  cellules  musculaires  vasculaires  lisses  [Kashiwakura,  2003;  Kobayashi,  2004;  Delorme,  2009;  

Kurpinski, 2010]. Ces cellules peuvent donc, être considérées comme quadripotentes. Il faut souligner 

que  la  différenciation  doit  être  strictement  démontrée  au  niveau  clonal.  En  effet,  l’observation 

qu’une  population multi-clonale  donne plusieurs  lignages  peut  s’expliquer  par  la  coexistence  de 

populations unipotentes, chacune pour un des quatre lignages. 

Il est établi depuis longtemps qu'il existe des différences dans la capacité des clones des MSC à 

se différencier dans les trois lignées principales (A, O et C). Pittenger  et al ont été les premiers à 

tester l'hypothèse que la moelle osseuse contient des MSC individuels, capables de donner A, O et C. 

Dans cette étude, certains clones donnent des populations de cellules capables de se différencier en  

tous  les  trois  lignages,  tandis  que  d'autres  populations  clonales  n'étaient  pas  capables  de  se 

différencier que dans un ou deux lignages. Notamment, tous les clones ont pu donner des ostéocytes  

[Pittenger, 1999]. Donc, un modèle de hiérarchie sur la base d'études de clones a été proposé. Des  

nombreuses  populations des MSC humains étaient  capables  de donner A,  O, et  C,  mais qu'elles  

perdent séquentiellement leur potentiel  à se différentier.  En fait,  la  différenciation ostéoblastique 
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Figure 4 : Modèles de différentiation des MSC. A) Les MSC ont la capacité de se différencier  
vers les différents lignages cellulaires du tissu conjonctif. B) Les MSC in vivo comprennent des  
cellules qui ont différents potentiels de différenciation (d'après Baksh, 2004).
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apparait comme la voie par défaut en suggérant l'existence d'un modèle de hiérarchie pendant la  

différenciation [Muraglia, 2000] (Figure 4).

Certains articles rapportent un potentiel de différenciation plus large, confinant dans quelques 

cas à celui des cellules souches embryonnaires. La différenciation en tenocytes [Hoffmann, 2006], en 

cellules endothéliales [Oswald, 2004], en cellules musculaires squelettiques et cardiaques [Wakitani,  

1995 ;  Quevedo,  2009],  en  cellules  neurales  [Woodbury,  2000;  Tondreau,  2008],  en  hépatocytes 

[Snykers, 2011] et en cellules épithéliales [Spees, 2003; Wang, 2005] a été raportée. 

Néanmoins, l'existence de MSC à très large potentiel de différenciation est mise en question. Il 

faudra prendre en considération :  la fusion  in vivo,  les  critères de différenciation,  la capacité de 

reprogrammation et la sélection de populations rares par des conditions de culture cellulaire non 

standard. Dans certaines études où la différenciation est observée  in vivo,  un processus de fusion 

avec  des  cellules  différenciées  présentes  dans  les  sites  de nichage  des  MSC paraît  avoir  eu lieu 

[Alvarez-Dolado,  2003].  Les  critères  de  différenciation  doivent  être  rigoureusement  définis.  Le 

processus de différenciation doit être confirmé par l'expression d'un certain nombre de marqueurs, y 

compris  des  facteurs  de  transcription  essentiels.  Comme  exemple,  nous  avons  les  MSC,  qui  

expriment  des  protéines  du  cytosquelette  habituellement  exprimées  dans  des  cellules  souches 

neurales,  des  hépatocytes,  des  cellules  biliaires  et  musculaires,  sans  exprimer  des  facteurs  de 

transcription  clé  neuronales,  hepatocytic  ou  myogéniques  [Delorme,  2009].  Certains  des 

différenciations observées peuvent résulter de la reprogrammation. Dans une étude, les MCS de la 

moelle osseuse de rongeurs ou bien humaines peuvent être reprogrammées dans des cellules ayant 

un potentiel à donner du muscle squelettique après traitement spécifique avec des cytokines, puis 

transfert de gène. Les cellules ainsi traitées expriment des facteurs de transcription squelettiques et  

sont capables de régénérer le muscle après transplantation dans des lésions musculaires de modèles 

animaux [Dezawa, 2005]. 

Les  conditions  de  culture  doivent  être  standardisées,  sinon  dans  le  cas  contraire,  des 

populations  rares  des  cellules  ayant  un  potentiel  de  différenciation  plus  large  peuvent  être 

sélectionnées.  Ceci  pourrait  être  le  cas  pour  les  cellules  à  différenciation  neurale.  En  outre,  la 

génération de cellules pluripotentes pourrait résulter de la sélection des certaines cellules souches 

embryonnaires  ayant  nichés  dans  la  moelle  osseuse,  ou  bien,  elles  pourraient  résulter  d'une 

reprogrammation selon un processus qui reproduirait in vivo l'induction in vitro des iPSC (Induced 

Pluripotent Cells).
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1.2.3.2 La capacité d'auto-renouvellement des MSC

Une  autre  caractéristique  qui  définit  les  cellules  souches  est  leur  potentiel  d'auto-

renouvellement. Il est défini comme la capacité pour une cellule de donner des copies identiques à 

elle-même après la division mitotique, en conservant cette propriété pendant une longue période de  

temps  (éventuellement,  pendant  toute  la  vie  d'un  organisme).  Les  cellules  filles  conservent  leur 

potentiel de différenciation et de prolifération.

Il a été montré que des populations de MSC provenant de la moelle osseuse, ont un potentiel  

important  mais  très  variable  d'auto-renouvellement  in  vitro [Bruder,  1997;  Colter,  2000].  Le 

marquage continu avec de la thymidine tritiée de MSC de la moelle osseuse a révélé que les CFU-F 

sont en phase G0 du cycle cellulaire  in vivo [Friedenstein, 1970], et que leur entrée dans le cycle 

cellulaire et  le développement de colonies dépendent  des facteurs de croissance présents dans le 

sérum.  En  fait,  une  augmentation  dans  le  nombre  de  duplication  de  la  population  (PD  pour 

population doublings) (> 50) a été obtenue suite à de l'ajout de facteurs de croissance spécifiques [par  

exemple, fibroblast growth factor-2 (FGF-2)], au milieu de culture de base [Bianchi, 2003]. Ainsi, la  

densité d'ensemencement cellulaire joue un rôle important dans la capacité d'expansion des MSC.  

Par exemple, Colter et al ont démontré que le taux maximal d'expansion des MSC peut être atteint 

lorsque l'ensemencement est à faible densité (1.5-3 cellules/cm²), comparé à une forte densité (12 

cellules/cm²). L'expansion passe respectivement de 2000 fois à 60 fois. Ce travail et d'autres suggèrent  

que  les  MSC et  les  MSC isolées  de clones  sont  hétérogènes  par  rapport  à  leur  capacité  d'auto-

renouvellement [Colter, 2000].

La preuve de qu'une population de cellules souches est capable de s'auto-renouveller est, en 

effet,  sa  capacité  à  se  régénérer  in  vivo,  donnant  des  cellules  identiques  à  la  fraction  d'abord 

implantée. 

Des  études  récentes,  faites  par  l'équipe  de  Bianco,  ont  montré  que  de  cellules  humaines 

clonogéniques CD146 (+) sont capables de s'auto-renouveler. Une colonie CD146 (+) a été implantée 

en sous-cutanée dans une souris immunodéficiente et quelques semaines après, des cellules CD146 

(+) ont été récupérées. Suite à la mise en culture à faible densité, des colonies du même phénotype 

ont été obtenues [Sacchetti, 2007].

1.2.3.3 La plasticité du système mésenchymateux

Dans  le  système  mésenchymateux,  la  différenciation  ne  semble  pas  être  un  processus 

irréversible.  Des cellules qui semblent être à la fin de leur différenciation peuvent déplacer leurs 
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parcours de différenciation si l'on change certaines conditions in vitro. En modifiant les conditions 

de  culture,  des  clones  des  MSC  différentiées  peuvent  donner  des  autres  cellules  du  lignage 

mesenchymateux.  Des  clones  d'ostéoblastes  peuvent  donner  des  chondrocytes  et  des  adipocytes, 

ainsi que des clones de cellules vasculaires de muscle lisse peuvent donner des chondrocytes, des 

ostéocytes ou des adipocytes [Song, 2004; Delorme, 2009]. 

En utilisant une stratégie de différenciation in vitro, Song et Tuan ont montré que les cellules 

dérivées des MSC complètement différenciées en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes peuvent 

changer leurs phénotypes. Elles seraient capables de générer d'autres lignages mésenchymateux en 

réponse  à  des  stimuli  extracellulaires  spécifiques  [Song,  2004].  Pendant  ce  processus  de  trans-

différenciation,  la  prolifération  cellulaire  est  éteinte.  Les  cellules  perdent  leur  phénotype 

d'engagement spécifique de lignage avant de reprendre un état de cellules semblables aux cellules 

souches primitives. En outre, après induction, ces cellules dé-différenciées sont capables d'acquérir à 

nouveau un phénotype différencié, c'est à dire, qu'elles suivent un processus de re-différenciation 

(Figure 5).

La plasticité et l'auto-renouvellement sont deux propriétés compétitives. La possibilité qu'une 

cellule parmi la descendance d’une cellule souche puisse récupérer ce potentiel de différenciation 

complet  supprime  le  besoin  d'une  capacité  d'auto-renouvellement  indéfinie,  nécessaire  pour  le 

maintien d’un « potentiel souche ». Les MSC possèdent des propriétés plastiques, tant au niveau du 
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Figure 5: Modèle de plasticité cellulaire. Les MSC  
peuvent suivre un voie de transdifférenciation ou  
de dé-différenciation en fonction des conditions  
de culture spécifiques (d'après Baksh, 2004).
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phénotype morphologique que au niveau de la dé-différenciation et de la trans-différenciation. Tous 

ces éléments peuvent contribuer à l'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des MSC en culture.  

Ceci  suggère  que  les  mécanismes  moléculaires  conduisant  à  la  plasticité,  impliquent  des 

changements stochastiques dans les MSC. 

Il a été proposé que l'hétérogénéité cellulaire au sein d'une population clonale résulterait du 

« bruit  génique ».  Dans  ce  modèle,  le  niveau  de  multipotence  dépend  des  profils  d'expression 

génique, des concentrations de protéines et de facteurs épigénétiques. Les fluctuations stochastiques 

de ces événements intracellulaires pourraient être la base de l'hétérogénéité et le facteur principal  

dans le processus de différenciation cellulaire observé dans les populations de MSC [Pevsner-Fischer,  

2011].

Un autre modèle qui peut expliquer la plasticité est celui de « lineage priming » [Delorme, 

2009]. Selon ce modèle, les cellules expriment certains gènes caractéristiques de lignage avant toute  

induction de différenciation.  Les  MSC expriment PPARG,  RUNX2 et  SOX9 avant  l'induction de 

différenciation.  Au  moment  de  la  différenciation,  le  gène  correspondant  à  la  voie  induite  est  

augmenté tandis que les autres facteurs diminuent. Il existerait de nombreux états de différenciation 

intermédiaires  qui  permettraient  de  diminuer  le  nombre  de  gènes  à  induire  au  moment  de  la 

différenciation.  Nous  avons  d'ailleurs  nous  même  observé  que  les  gènes  cités  plus  haute  sont 

exprimés dans les MSC cultivées en hypoxie (voir plus loin).

1.2.4 Le phénotype des MSC de la moelle osseuse humaine

La plupart des informations sur le phénotype des MSC proviennent d'études ex vivo réalisées 

sur des cellules cultivées. Des études en cytométrie en flux montrent que ces cellules expriment une  

variété  de  marqueurs  de  surface  cellulaire  non-spécifiques  (Tableau  1).  Fait  essentiel,  elles  sont 

négatives  pour  le  marqueur  ubiquitaire  des  cellules  sanguines  nucléées  CD45,  ainsi  que  pour  le 

CD34.

Dans  une  étude  récente,  Delorme  et  collègues  ont  décrit  les  protéines  de  la  membrane 

plasmique des  cellules  en culture,  en  sélectionnant  les  molécules  n'appartenant  pas  aux  cellules  

hématopoïétiques. Certaines protéines d'entre elles seraient utiles pour trier les MSC natives à partir 

des cellules mononucléées. C’est le cas de la protéine CD200, qui semble être l'un des marqueurs les  

plus efficaces pour purifier les MSC natifs, capables de se différencier dans A, O et C, et de former de  

l'os in vivo [Delorme, 2008]. 

21



ÉTUDES BIBLIOGRAPHIQUES

Des autres marqueurs de surface ont été utilisés pour purifier des MSC à partir de la moelle  

osseuse, comme CD146 [Sacchetti, 2007] ou CD271 [Quirici, 2002].

Une  analyse  phénotypique  et  fonctionnelle  des  MSC  natives  permettrait  de  répondre  à 

certaines  questions,  mais  l'un  des  obstacles  majeurs  est  l’absence  d'un  marqueur  phénotypique 

exclusif  pour  l’identification  et  la  purification des  MSC,  comme par  exemple la  molécule  CD34 

combinée au CD45 pour les cellules souches hématopoïétiques.

 

1.2.5 Les caractéristiques de la culture in vitro des MSC

La sélection des cellules adhérentes après 2 à 4 jours de culture [Pittenger, 1999] et les passages 

nécessaires  pour  se  débarrasser  des  cellules  hématopoïétiques  contaminantes  (habituellement  1-2 
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Marqueur Propriété MSC en culture MSC natifs

Stro-1 Antigène inconnu + +

GD2 Ganglioside + +

SSEA4 Stage-specific embryonic antigen + +

CD29 Intégrine β1 (VLA-β) +

CD44 Récepteur d'acide hyaluronique (Pgp-1) +

CD49a Intégrine α1 + +

CD49b Intégrine α2 +

CD49c Intégrine α3 +

CD49e Intégrine α5 +

CD51 Intégrine aV +

CD73 Ecto-5-endonucléase + +

CD90 Thy-1 + +

CD105 Transforming growth factor-β receptor III (TGF-βRIII) + +

CD106 Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) + +

CD133 Prominin (AG133) - +

CD140b Platelet-derived growth factor receptor-β (PDGF-Rβ) + +

CD146 Melanoma-cell adhesion molecule (Μel-CAM) + +

CD166 Activated lymphocyte cell adhesion molecule (ALCAM) + +

CD200 OX-2 + +

CD271 Neural growth factor receptor (NGFR) - +

Tableau 1 : Marqueurs des MSC humaines de la moelle osseuse (d'après Pontikoglou, 2011).
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passages pour les humaines et 4-6 pour les cultures murines), peuvent conduire à une population plus 

homogène. Toutefois, l'homogénéité de la population de cellules en culture dépend des conditions de 

culture. Déjà en 1981, Mets et Verdonk ont décrit la présence de deux types de cellules différentes  

dans les  cultures  cellulaires  [Mets,  1981].  À partir  des  observations  des  MSC en culture,  ils  ont 

montré qu’il existait deux sous-populations en culture : des cellules rondes et petites, d'environ 7 µm 

de diamètre, qui sont auto-renouvelées rapidement (RS-MSC pour rapid self-renewing MSC) et des 

cellules ayant une morphologie de fibroblastes, plus matures, d'entre 15 et 50 µm, de renouvellement 

lent (SR-MSC pour slow self-renewing MSC). La coexistence de ces deux types de cellules  peut 

s'expliquer comme suit. Les RS-MSC sont prédominantes dans les phases de latence et exponentielle  

de la courbe de croissance et elles donnent lieu aux cellules SR-MSC. Ces cellules SR-MSC sont plus 

matures, elles se divisent lentement et deviennent dominantes dans les cultures qui s'approchent de  

la sénescence.  Les deux sous-populations peuvent être distinguées par des différences dans leurs  

épitopes de surface et aussi dans leur potentiel de différenciation. Contrairement aux SR-MSC, les 

RS-MSC expriment  faiblement  ou  pas  certains  antigènes  (CD90,  Stro-1,  CD10,  CD147,  PDGFR, 

EGFR) tandis qu'elles expriment des antigènes non exprimés par les SR-MSC (VEGFR2, TRK, CD71,  

ANXA2, KIT, CD4) [Colter, 2000; Colter, 2001].

Dans les conditions actuelles de culture  in vitro,  qui comprennent l'utilisation de sérum de 

veau fœtal, les calculs montrent que la prolifération des MSC reste dans la limite de Hayflick de 50  

doublements  in  vitro.  Par  contre,  les  MSC obtenues  à  partir  de  donneurs  âgés  présentent  une 

diminution de leur prolifération avec un maximum de 25 doublements [Stenderup, 2003]. La limite 

de Hayflick prend en compte le nombre total de divisions cellulaires qui ont eu lieu in vivo plus les 

divisions  en  culture.  Ceci  explique  pourquoi  les  cellules  en  culture  deviennent  sénescentes  et 

pourquoi la sénescence peut survenir plus tôt dans les cultures de cellules des personnes âgées. Cette 

forme de sénescence est causée par plusieurs facteurs, notamment le raccourcissement progressif des  

télomères au cours de la culture continue in vitro [Stenderup, 2003] attribuable à l'absence d'activité 

télomérase [Simonsen, 2002]. Dans certaines études, des populations de MSC qui sont « télomérase 

positive » ont été isolées [Gronthos, 2003]. Il a été démontré que le phénotype de sénescence des 

MSC en culture peut être modifié par la sur-expression du gène de la hTERT, grâce au rétablissement  

de  l'activité  télomérase  [Simonsen,  2002].  Ces  MSC  présentent  une  durée  de  vie  prolongée  et 

maintiennent leur caractère souche [Abdallah, 2005]. Malheureusement, la prolifération des cellules  

immortalisées  par hTERT  in vitro conduit  à  une transformation des  MSC en culture due à une 

instabilité génétique après environ 250 doublements de la population (PD) [Serakinci, 2004]. Ainsi, la  
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sur-expression conditionnée de hTERT où la stimulation chimique transitoire de son expression est  

une approche plus appropriée. La trichostatine A a été utilisée à cette fin [Serakinci, 2006].

1.2.6 Les MSC et leurs applications cliniques

Les MSC sont des cellules très intéressantes du point de vue de l'application clinique dû à leur 

grande capacité d'expansion in vitro, leur capacité à se différencier en plusieurs types cellulaires et à 

leur propriétés immuno-modulatrices [Nauta, 2007]. De plus, elles peuvent être obtenues directement 

à  partir  du  patient,  éliminant  ainsi  les  complications  associées  au  rejet  immunitaire  des  tissus 

allogéniques.

Depuis les années 1990, les MSC cultivées  ex vivo ont été utilisées dans de nombreux essais 

cliniques tant pour le traitement des pathologies immunes que pour la médecine régénérative.

Une  des  propriétés  les  plus  intéressantes  des  MSC  en  clinique  est  leur  capacité 

immunosuppressive unique, à l'aide de facteurs solubles inductibles. Grâce à ces facteurs qu'inhibent  

les principaux effecteurs de l’immunité, elles ont été utilisées pour traiter des maladies autoimmunes 

sévères, le rejet d’organe ou la maladie aiguë du greffon contre l’hôte (graft versus host disease ou 

GVHD) [Le Blanc, 2004]. Des études in vivo ont montré que les MSC pourraient migrer du sang vers 

des  tissus  lésés  ou  enflammés  et  exercer  des  effets  immunosuppresifs  et  antiinflamatoires.  Des 

intégrines, des sélectines et des récepteurs des cytokines sont impliqués dans la migration de MSC à 

travers l'endothélium où elles interagissent directement avec des cellules présentatrices d'antigène et 

libèrent des facteurs de croissance et des cytokines solubles trophiques [Brooke, 2008; Chapel, 2003;  

Chavakis, 2008].

La GVHD est une complication de l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques, utilisées 

dans le traitement de nombreuses hémopathies malignes. Elle se caractérise par une destruction des 

tissus du receveur reconnus comme étrangers par les cellules immunitaires présentes dans le greffon. 

La principale étude dans des patients atteints de GVHD sévère corticorésistante, traités par infusion 

de MSC ont révélée que plus de la moitié des patients ont répondu au traitement à base de MSC et  

ont atteint une survie globale très élevé [Le Blanc, 2008].

Ces cellules ont été également utilisées dans le traitement de maladies autoimmunes comme la 

polyarthrite rhumatoïde [Bouffi, 2009], le lupus érythémateux [Zhang, 2010] et le diabète sucré où la  

transplantation des MSC a exercée un effet protecteur. Des études sur des modèles de diabète ont  

montré que les MSC pourraient atteindre le pancréas après leur infusion par voie intraveineuse et 

baisser sensiblement le niveau de glucose dans le sang [Ezquer, 2008]. 
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La propriété de réparer des tissus fonctionnels avec les MSC a été utilisée pour la régénération 

du tissu osseux. Des MSC de moelle osseuse de souris normales ont été injectées à des souris mutées 

sur le gène collagène 1. Une augmentation significative de collagène et de minéraux dans l'os un 

mois après la transplantation est alors observée [Pereira, 1998]. De même, chez les patients jeunes 

atteints d'ostéogènesis imperfecta (OI) administrés avec des MSC allogéniques de la moelle, la vitesse 

de croissance et la taille du corps ont été augmentées et en même temps le taux de fractures a été 

diminué. De plus, la teneur en minéraux osseux a été augmentée chez certains patients et seulement  

quelques cellules de donneurs ont été détectées suite à l'expansion de MSC de la moelle osseuse, de  

l'os ou de la peau, 4-6 semaines après la transplantation [Horwitz, 2001; Horwitz, 2002]. 

Dans un cas  récent,  il  a  été  possible  de  reconstituer  une bronche  allogénique  déplétée  au 

préalable  de ces cellules et ensemencée avec des MSC cultivées à partir  de moelle osseuse de la 

patiente.  La  greffe  de  cette  bronche  reconstituée  a  été  cliniquement  efficace,  simplement  par 

« remplissage fonctionnel » [Macchiarini, 2008].

Les MSC de moelle peuvent être utilisées dans des maladies autres que celles qui affectent l'os  

ou  le  cartilage  en  raison  de  leur  potentiel  de  différenciation.  Une  première  cible,  est  celle  des 

maladies vasculaires puisque les MSC se différencient en cellules vasculaires de muscle lisse qui  

constituent  les  parois  des  vaisseaux,  des  artères  aux  veines  [Dennis,  2002].  Dans  la  thérapie  

cardiaque, les MSC ont fourni des avantages fonctionnels dans des infarctus du myocarde et dans la 

cardiomyopathie ischémique [Psaltis, 2008; Ohnishi, 2007].

Les avances récents de la biologie des cellules souches sont très encourageantes et permettent 

d'envisager un futur prometteur. Pourtant, il restent plusieurs questions à définir, comme la source 

optimale de tissu à utiliser, les méthodes d'expansion des cellules, les doses et durée des traitements, 

les  procédures  de  surveillance  pour  suivre  le  destin  des  cellules.  Les  réponses  proviendront  

probablement  des  études  fondamentales  et  contribueront  à  mieux  comprendre  les  mécanismes 

impliqués.

1.3 Le rôle de l'hypoxie

Le  taux  physiologique  d'oxygène  est  régulé  dans  les  tissus  des  mammifères  où  leur 

concentration varie. La pression partielle en oxygène de l'air inspiré dans les alvéoles pulmonaires  

est de 21% pO2 et diminue progressivement jusqu'au moment où il atteint les organes et les tissus  

(2%-9% pO2) [Brahimi-Horn, 2007]. 
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Dans  certains  tissus  adultes  qui  présentent  une  faible  densité  vasculaire  et  dans  certaines 

régions du cerveau la concentration en oxygène peut diminuer jusqu'à 1% pO 2 [Yu, 2005; Erecinska, 

2001]. Cette faible concentration en oxygène est appelée « hypoxie » par rapport à la concentration 

en  oxygène  de  l'air  ambiant,  considéré  comme « normoxie»  (Figure  6).  En  réalité,  la  normoxie 

physiologique est sans doute de l’ordre de 12% pour les tissus les plus vascularisés [Mohyeldin, 2010].

Le microenvironnement des cellules souches fournit des conditions physiologiques favorables 

au maintien de l'état souche et la concentration d’oxygène joue un rôle central à ce sujet. L'oxygène 

sert à la fois comme substrat métabolique et comme molécule de signalisation. Son effet, tant sur 

l'auto-renouvellement et la différenciation cellulaire in vivo que dans la culture in vitro des cellules 

souches, dépend de la pression partielle d'oxygène et du type cellulaire. 

Il existe l'hypothèse qu’une faible pression en oxygène dans les niches de cellules souches offre  

un avantage sélectif, adaptée à leur rôle biologique particulier [Cipolleschi, 1993]. Autrement dit,  

toutes les cellules qui subissent un métabolisme aérobie sont soumises à un stress oxydatif dû à la  

génération d'ions peroxydes (appelés ROS, pour Reactive Oxygen Species) qui peuvent endommager 

l'ADN. En résidant dans des  compartiments anatomiques soumis à une concentration d'oxygène 

relativement faible (1% -5% pO2), les cellules sont protegées et, de cette façon évitent le risque de 

nuire à leur ADN.
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Figure 6 : Concentration d'O2 dans des différents compartiments de cellules souches. Les cellules en  
couleur rouge représentent  des  HSC,  des MSC et  des  NSC dans  leurs  niches  respectives  (d'après  
Mohyeldin, 2010).
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1.3.1 L'hypoxie  dans  le  microenvironnement  des  cellules 

souches

Connaître  les  conditions  spécifiques  du  microenvironnement  des  cellules  in  vivo sert  à  la 

compréhension de leurs fonctions ainsi que de leur comportement in vitro. 

Par exemple,  les  cellules souches embryonnaires  vivent à faible  concentration en oxygène, 

depuis l'implantation jusqu'au développement du fœtus. Cette ambiance hypoxique est due à un 

manque d'accès à la circulation maternelle et l'oxygène arrive par diffusion [Rodesch, 1992]. Au  

début de la grossesse, la surface de l'utérus est à une concentration moyenne en oxygène de 2% pO 2. 

Même après l'établissement d'une connexion entre le fœtus et le système vasculaire de la mère, les  

niveaux d'oxygène placentaire augmentent seulement d'environ 8% [Genbacev, 1997]. 

De façon similaire, les cellules souches adultes vivent dans des conditions hypoxiques in vivo. 

La preuve la plus flagrante est celle des HSC, qui partagent leur niche avec des MSC de la moelle  

osseuse. Une série d'expériences au début des années 1990, ont postulé que la niche dans la moelle  

osseuse était  hypoxique  par  rapport  à  d'autres  tissus  [Cipolleschi,  1993;  Dello  Sbarba,  1987].  Ce 

modèle a été basé sur l'observation que les HSC quiescentes étaient localisées dans des régions de la 

moelle  osseuse  éloignées  des  vaisseaux  sanguins  [Grant,  1947].  Plusieurs  cellules  stromales  et 

progénitrices se situent entre les HSC et le vaisseau sanguin le plus proche, et entrent en compétition 

avec  elles  pour  les  nutriments  et  l'oxygène,  déjà  rares  [Mohyeldin,  2010].  Des  modèles 

mathématiques basés sur des études faites sur l'animal prédisent que la pression en oxygène peut 

atteindre jusqu'à 1% pO2 dans la niche [Chow, 2001].

Les MSC peuvent être isolées de la moelle osseuse, du tissu adipeux, du placenta et du cordon 

ombilical, entre autres sources [Erices, 2000 ; Zuk, 2002]. Par analogie avec les HSC, il est postulé que 

les MSC de la moelle osseuse sont situées au sein d’une niche stromale caractérisée par une faible  

pression  partielle  en  oxygène.  En  faveur  de  cette  hypothèse,  une  étude  récente  montre  une 

association physique étroite entre des HSC et des MSC dans la niche chez la souris. Les auteurs ont 

montré que des  MSC-nestin(+)  sont capables d'auto-renouvellement  in vivo. La dépletion de ces 

cellules réduit considérablement le « homing » des HSC dans la niche [Méndez-Ferrer, 2010]. Cet 

article a démontré pour la première fois une fonction des MSC in vivo.

Un autre exemple de la niche hypoxique est celui des cellules souches neurales (Neural Stem 

Cell). Dans la niche neurale humaine, les NSC sont maintenues dans un état indifférencié dû, au 

moins en partie, à la faible pression en oxygène [Mazumdar, 2010].
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1.3.2 L'effet de l'hypoxie dans la culture in vitro des cellules 

souches

Étant  donné  que  pour  une  variété  de  niches  de  cellules  souches,  les  conditions  de  faible 

pression  en  oxygène  sont  physiologiques,  l'hypoxie  a  été  incorporée  aux  techniques  de  culture 

cellulaire.  Actuellement les  études  directes  de l'hypoxie sur les  MSC s'établissent  principalement 

grâce aux cultures de cellules sous une atmosphère pauvre en O2 (1%-8% pO2) et contrôlée grâce à des 

incubateurs ou des chambres à hypoxie [Kinnaird, 2004; Liu, 2008; Okuyama, 2006].

Une variété d'études montre un bénéfice significatif en termes de prolifération et de maintient 

du « caractère souche » ou « stemness » des cellules souches quand elles sont soumises à une faible 

pression en oxygène. 

Les  ESC  humaines  cultivées  in  vitro à  une  pression  en  O2 de  21%  se  différencient 

spontanément. Fait remarquable, le taux de différenciation est considérablement réduit lorsque les 

ESC sont cultivées à 3%-5% pO2 [Ezashi, 2005]. De la même façon, l'hypoxie maintient les HSC dans 

un état immature, avec une apparence type-fibroblaste,  un phénotype primitif et une capacité de 

prise de greffe augmentée [Eliasson, 2010]. Des études faites avec des NSC in vitro montrent que, en 

condition d'hypoxie, elles maintiennent un état indifférencié. Morrison et ses collègues ont montré 

que, après la culture en hypoxie des NSC de la crête neurale de rat, elles avaient une capacité plus  

large à proliférer et à former des colonies par rapport aux cellules cultivées dans des conditions 

normoxiques [Morrison, 2000]. Les auteurs ont également montré que les colonies cultivées dans des  

conditions hypoxiques étaient multipotentes. En ce qui concerne les MSC, il est démontré que le 

nombre et la taille des CFU-F ainsi que la prolifération des cellules après confluence des colonies  

sont  augmentées  par  l'hypoxie  [Basciano,  2011].  Il  est  cependant  nécessaire  d'évaluer  les 

conséquences de l'hypoxie sur les MSC au niveau génétique, métabolique et enfin sur leur capacité 

de différenciation.

1.3.2.1 Les effets géniques de la culture en hypoxie

Au niveau des gènes intervenants dans le cycle cellulaire, une faible pression en O 2 induit dans 

des MSC, des augmentations des transcrits de gènes qui régulent positivement le cycle cellulaire 

(activation  de  la  voie  Akt,  diminution/augmentation  de  Bax/Bcl2,  activation  des  gènes  de 

pluripotence comme Rex-1 et Oct-4) et donc délivre un signal de multiplication fort [Li, 2009; Li,  

2007; Lord-Dufour, 2009; Okuyama, 2006; Pacary, 2007]. Ce signal assez constant dans les modèles 
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étudiés est accompagné par une action de l'hypoxie sur la différenciation cellulaire. Ainsi, il a été  

rapporté  que  l'hypoxie  était  associée  à  la  multiplication  mais  aussi  à  la  différenciation 

chondrocytaire [Kanichai, 2008], neuronale [Pacary, 2007], osseuse [Potier, 2007], cardiomyocytaire  

[Xie, 2006] et stromale [Risbud, 2004]. Enfin et toujours précocement, l'hypoxie entraîne, chez les  

MSC,  des  modifications  de  l'expression  des  gènes  codant  pour  des  constituants  de  la  matrice 

extracellulaire, ou des enzymes qui la modifient.

1.3.2.2 Les effets dans le métabolisme cellulaire

Le métabolisme est modifié au niveau de la transcription et de la dégradation du facteur de 

transcription induit  par  l'hypoxie  ou HIF (Hypoxia-Inducible  Factor).  L'HIF est  un hétérodimère 

formé d'une chaîne alpha et une chaîne beta, structurellement proches. En condition de normoxie, les 

protéines HIF-α sont reconnues et ubiquitinées par la protéine suppresseur de tumeur Von Hippel  

Lindau (pVHL), qui fait partie du complexe de l'ubiquitine ligase E3. La pVHL reconnaît l'HIF-α 

hydroxylée. En condition d'hypoxie, l'HIF-α qui est le facteur limitant n'est pas reconnu par la pVHL 

et se dimérise avec son partenaire HIF-β et se lie à d'autres co-activateurs. Ce complexe migre dans  

le noyau où il agit comme facteur de transcription de nombreux gènes impliqués notamment dans  

l'angiogenèse [Ezashi, 2005] (Figure 7). 
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Figure 7 : Régulation de la fonction d'HIF. HIF est un hétérodimère composé d'une sous-unité  
α et d'une sous-unité β. En présence d'O2, HIF-α est hydroxylée par des membres de la famille  
des enzymes PHD (propyl hydroxylase domain). En plus de l'O2, ces enzymes nécessitent du 2-
oxoglutarate,  un intermédiaire  du cycle de Krebs,  et  du Fe2+. Elles  sont inhibées par des  
concentrations élevées de certains autres métabolites du cycle de Krebs tels que le fumarate,  
le succinate et peut-être par les espèces réactives de l'oxygène (ROS) (d'après Kaelin, 2010).
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Les MSC répondent à l'hypoxie en produisant de l'ATP par la voie de la glycolyse  [Mylotte, 

2008].  Dans  ce  schéma,  une  molécule  de  glucose  produit  2  pyruvates  et  4  ATP.  Les  cellules  

hypoxiques accroissent leur consommation en sucres par activation de la glycolyse et passent à une 

respiration de type anaérobie. Elle est caractérisée par une augmentation de production de lactates à 

partir de l'acide pyruvique, qui ont un effet amplificateur sur les HIF [Chen, 2008].

1.3.2.3 Les effets dans la croissance et la capacité à se différencier des 

cellules

L'hypoxie stimule la croissance et la survie des MSC par l'induction des HIF. Cet effet n'est pas  

propre aux MSC mais bien à toutes les cellules indifférenciées des mammifères [Carmeliet, 1998]. La 

culture en hypoxie prévient la différenciation des cellules souches embryonnaires  [Ezashi, 2005] et 

contribue à l'homéostasie des HSC dans leur niche  [Cipolleschi, 1993].  On a postulé par analogie 

avec les HSC, que les MSC seraient situées dans la même niche hypoxique de la moelle osseuse  

[Baksh, 2004 ; Méndez-Ferrer, 2010]. De nombreux travaux ont été faits sur l'expansion de MSC en 

hypoxie, tout en conservant un caractère indifférencié [Carrancio, 2008 ; Grayson, 2006 ; Tsai, 2011 ; 

Dos Santos, 2009]. 

La culture en hypoxie favorise la différenciation des MSC en chondrocytes [Kanichai, 2008]. 

Des MSC cultivées dans du milieu spécifique complémenté en TFG-β dans un environnement à 2% 

d'O2 génèrent plus de chondrocytes. Ceux-ci produisent plus de collagène II et de protéoglycanes  

parallèlement à une stimulation de la voie de survie AKT, ainsi que de la voie de stress p38 MAP 

kinase. Ces deux voies sont responsables de la stimulation de l'expression d'HIF-α par l'hypoxie.  

L'hypoxie  favorise aussi  la  différenciation des  MSC en ostéocytes  et  en adipocytes  [Chen,  2008;  

Carrancio, 2008; Grayson, 2006; Zou, 2011; Valorani, 2010] bien que ce dernier point soit controversé  

[Martin-Rendon, 2007].

1.3.2.4 Les  effets  sur  les  fonctions  antiinflammatoires, 

immunomodulatrices et protectrices des cellules

Il est démontré actuellement que les MSC n'induisent pas de réponse immune après transfert 

chez  un  hôte  allogénique  ou  xénogénique  que  ce  soit  au  sein  d’un  tissu  ou  par  injection  

intraveineuse [Krampera, 2007; Lietchy, 2000]. Il a été ensuite démontré que les MSC ont une action 

immunosuppressive dans des modèles allogéniques et xénogéniques  [Le Blanc, 2003; Ishida,  1994; 

Imanishi,  2008].  Il  n’existe  actuellement  pas  d'études  sur  la  modulation  de  ces  fonctions  par 
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l'hypoxie.  En  revanche,  une  fonction  potentiellement  importante  des  MSC  est  leur  capacité  à 

protéger des tissus hypoxiques de l'apoptose. En effet, il est clair que suite à un infarctus les cellules 

privées d'oxygène (cardiaques ou nerveuses) meurent par nécrose.  Ces cellules libèrent alors des 

facteurs toxiques qui déclenchent la mort des cellules avoisinantes (effet « bystander ») mais cette 

fois par apoptose. Ce dernier effet est contré par les MSC injectées localement en partie grâce à leur 

sécrétion de SDF1/CXCL12 [Zhang, 2007]. 

Les  MSC produisent  du  VEGF  et  favorisent  l'angiogenése  et  la  revascularisation  du  tissu 

infarci.  L'hypoxie  active les  voies de STAT3 et  de la  p38 MAP kinase et  elles  mêmes stimulent  

l'expression et la production de VEGF [Sadat, 2007; Wang, 2007]. De plus, l'apoptose expérimentale 

des cardiomyocytes est prévenue par l'injection des adipocytes dérivés de MSC [Sadat, 2007].

1.3.3 L'hypoxie et la fonction mitochondriale 

Il est bien connu que la densité et l'activité des mitochondries varient dans les différents types 

de cellules  en raison des  différents  niveaux de  la  demande d'énergie  [Williams,  1986].  De plus,  

l'importance  de  la  fonction  mitochondriale  dans  la  différenciation des  cellules  somatiques  a  été 

démontrée  dans  des  plusieurs  types  cellulaires  tels  que  les  érythroblastes  [Kaneko,  1988],  les 

neurones [Vayssiere, 1992], les myoblastes [Herzberg, 1993], des préadipocytes [Moyes, 1997] et les  

ostéoblastes [Komarova, 2000].

Chez les eucaryotes, la plus grande partie de la formation d'ATP aérobie se déroule dans la  

mitochondrie,  ou l'accepteur ultime d'électrons est  l'oxygène. Ce processus est  appelé respiration 

aérobie, contrairement aux métabolismes qui n'utilisent pas l'oxygène comme accepteur d'électrons,  

appelé respiration anaérobie. 

Lors d'une hypoxie, la cellule doit s'assurer la synthèse d'ATP. Une diminution critique de la  

synthèse  d'ATP peut  induire  une  accumulation  de  Ca2+ dans  la  mitochondrie  qui  provoque des 

lésions cellulaires irréversibles [Snyder, 2009]. Cependant, la cellule a la possibilité de moduler son 

métabolisme et  de produire de l'ATP par voie anaérobique.  Plusieurs mécanismes d'adaptation à 

l'hypoxie  permettent  aux  cellules  de  détecter  des  variations  dans  la  pression  en  oxygène  et 

d'exprimer de gènes par activation d'HIF [Semenza, 1994]. La mitochondrie pourrait jouer un rôle  

central dans cette adaptation cellulaire.
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1.3.3.1 Les mitochondries et l'adaptation à l'hypoxie

La  mitochondrie  est,  depuis  longtemps,  suggérée  comme pouvant  être  un  détecteur  de  la 

quantité  d'oxygène  au  sein  de  la  cellule.  Les  transporteurs  d'électrons  sont  organisés  sur  la 

membrane interne mitochondriale en complexes respiratoires. Lors d'une hypoxie, la production des 

espèces  radicalaires de l'oxygène serait  le  signal  initiateur  de plusieurs mécanismes d'adaptation 

cellulaire, comme la régulation d'HIF. Il apparaît que l'hydroxylation d'HIF-α pourrait être prévenue 

par  la  génération des  espèces radicalaires  de l'oxygène mitochondriaux [Bell,  2007;  Schumacker, 

2005;  Loor,  2008;  Chandel,  2000].  Cela  s'appuie  sur  le  fait  que  les  cellules  dépourvues  d'ADN 

mitochondrial semblent incapables d'assurer la stabilisation d'HIF-α au cours de l'hypoxie. De même, 

l'administration  d'inhibiteurs  de  la  chaîne  respiratoire  mitochondriale  inhibe  la  stabilisation 

hypoxique d'HIF-α [Chandel, 2000].

1.3.3.2 La biogenèse mitochondriale

L'homéostasie  mitochondriale  est  déterminée  par  des  interactions  complexes  entre  la 

biogenèse, la dégradation, la dynamique et les fonctions de l'organelle. Parmi d'autres fonctions, le 

système HIF est le régulateur principal de la densité mitochondriale [Zhang, 2007], par induction de 

MXI1, un modulateur négatif de la biogenèse mitochondriale et un membre de la famille Myc [Corn, 

2005]. Dans ce mécanisme de suppression, le facteur de transcription oncogénique Myc est impliqué.  

Dans des conditions normales, Myc peut dimériser avec son partenaire activé Max et directement 

transactiver des gènes nécessaires à la réplication de l'ADN mitochondrial et pour l'expression de la 

protéine  TFAM  (Transcription  Factor  A  Mitochondrial)  [Li,  2005].  TFAM  est  essentielle  pour 

l'expression du génome mitochondrial. En condition d'hypoxie, HIF active MXI, qui déplacera Max 

pour  inactiver  Myc,  ce  qui  diminue  l'expression  de  TFAM,  la  masse  mitochondriale,  et  par  

conséquent la respiration [Jezek, 2010]. Cependant, le mécanisme est plus complexe, parce que tant 

Myc que HIF coopèrent pour stimuler l'expression d'autres gènes de régulation [Kim, 2007].

1.3.3.3 Mitochondries et apoptose

Des études des MSC cultivées en hypoxie montrent qu’elles ont une survie augmentée quand 

elles sont implantées dans des tissus ischémiques. L’activation d'Akt induite par l’hypoxie réduit 

l’expression du gène pro-apoptotique Bax et augmente l'expression de Bcl-2. La réduction globale de 

l'apoptose s’éleve à 80% par rapport aux contrôles. Quand les cellules sont exposées à l’hypoxie pour  

un court temps, Bax s'accumule dans les mitochondries en augmentant le rapport Bax/Bcl-2. Ceci 

32



ÉTUDES BIBLIOGRAPHIQUES

provoque un dysfonctionnement mitochondrial et l’activation secondaire de la caspase-3 qui conduit  

à l’apoptose [Zhu, 2006]. Comme une réaction de survie, la phosphorylation d’Akt et de p38 conduit 

à  la  stabilisation  de  HIF-1α [Kanichai,  2008]  et  à  l’augmentation  de  Bcl-2.  Bcl-2  peut  alors 

contrebalancer l'accumulation de Bax, et protège les cellules de l'apoptose [Das, 2010].
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OBJECTIFS DE L'ÉTUDE

Dans cette étude, nous avons eu comme objectif d’analyser l'effet de la pression en oxygène 

sur les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse humaine en culture. Nous avons 

décrit  plus  haut  la  présence  des  MSC de  la  MO  dans  une  niche  hypoxique.  Notre  hypothèse  

principale est que la culture de MSC à pression en oxygène de 5% les rapproche de leurs propriétés  

physiologiques  in vivo, la propriété principale étant leur caractère multipotent. Cette multipotence 

doit se traduire par une expression génique et un potentiel de différenciation distincts entre des MSC 

cultivées  à  5% pO2 et  des  MSC cultivées,  comme décrit  par  la  plupart  des  équipes,  à  21% pO2. 

L’hypothèse  secondaire  est  que  la  biogenèse  mitochondriale  devrait  être  diminuée  en  condition 

d’hypoxie.  Enfin,  un  effet  possible  de  l’hypoxie  sur  le  phénotype  de  ces  cellules  analysées  par 

immunomarquage a été exploré.

Nous  avons  comparé  le  taux  de  croissance  cellulaire  et  de  formation  de  CFU-F des  MSC 

cultivées sous des conditions d'oxygène de 21% et 5%, et l'expression des marqueurs de surface des 

cellules au début (P0) et après deux moins en culture (P2), dans chacune des conditions d'oxygène. 

Le potentiel des cellules à générer des lignages adipocytaires et osteocytaires a été évalué. La 

morphologie  des  MSC  et  la  quantité  de  mitochondries  intracellulaires  ont  été  comparées  par 

microscopie électronique après culture prolongée des cellules.

Le profil de la transcription des MSC cultivées tant en normoxie qu'en hypoxie aux passages 1 

et 2 ont été comparés à l'aide des « puces à ADN ». Les gènes différentiallement exprimés ont été 

groupés. Pour ce faire, le programme Gene Ontology a été utilisé [Ashburner, 2000]. 

Les résultats obtenus au cours de ces études indiquent que la culture des MSC en condition 

d'hypoxie  à  long  temps  ont  confirmé  notre  hypothèse.  Ils  montrent  que  l’hypoxie  stimule  la 

croissance des MSC et suggère surtout que leur potentiel multipotent est augmenté car plusieurs  

gènes impliqués dans le développement de cellules nerveuses et épithéliales ont été induits.
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MATÉRIELS ET MÉTHODES

3.1 La culture cellulaire des MSC

Nous  avons  utilisé  des  cellules  souches  mésenchymateuses  de  la  moelle  osseuse  humaine 

(Hôpital d'Enfants – CHU Brabois – Vandœuvre-lès-Nancy). Ces cellules sont cultivées à partir de 

moelle  osseuse de donneurs sains.  Ces prélèvements sont réalisés  conformément aux procédures 

approuvées par les comités éthiques des hôpitaux.

3.1.1 Réactifs 

• α-MEM Eagle avec EBSS (α-MEM) (réf. BE12-169F, Lonza, France)

• Dulbecco's  Modified  Eagle  Medium-High  Glucose  (4,5  g/L)  (DMEM-HG)  (réf.  41965, 

Invitrogen, France)

• DMEM sans rouge de phénol (réf. 11880, Invitrogen, France)

• Antibiotiques :

◦ Pénicilline (réf. 15070, Invitrogen, France) 

◦ Amphotéricine B (réf. 15290, Invitrogen, France) 

• Glutamine (réf. 25030, Invitrogen, France) 

• Sérum de veau fœtal (SVF) (réf. 10270-106, Invitrogen, France)

• Tampon Hank's balanced salts solution sans Ca2+ ni Mg2+ stérile (HBSS) (Réf. H2387, Sigma-

Aldrich, France) 

• Trypsine-EDTA à 0,05% (réf. 25300, Invitrogen, France)

• Tampon phosphate salin (PBS) (réf. 14190, Invitrogen, France)

• Diméthyl sulfoxyde (DMSO) (réf. D5879, Sigma-Aldrich, France)

• Solution de cristal violet (réf. HT90132, Sigma-Aldrich, France)

• Dexaméthasone (réf. D4902, Sigma-Aldrich, France)

• Acide L-ascorbique (réf. A4544, Sigma-Aldrich, France)

• TGF-β1 (réf. T0793, Sigma-Aldrich, France)

• Insuline-transferrine-acide sélènique (ITS) (réf. I1884, Sigma-Aldrich, France)

• Pyruvate de sodium (réf. P5280, Sigma-Aldrich, France)

• L-Proline (réf. P5607, Sigma-Aldrich, France)
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• Indométhacine (réf. 57413, Sigma-Aldrich, France)

• Insuline (réf. I5500, Sigma-Aldrich, France)

• Bleu de trypan (réf. T8154, Sigma-Aldrich, France)

• Solution de congélation : DMSO à 10% ; SVF à 90%

• Oil red O solution (réf. O0625, Sigma-Aldrich, France)

• Alizarin red solution (pH: 4.1; réf. A5533 Sigma-Aldrich, France)

Composition des milieux de culture :

 Milieu complet pour la culture des MSC (milieu de croissance) : 

Milieu α-MEM

SVF à 10% (décomplémenté pendant 30 minutes à 56°C)

Glutamine 2 mM

Pénicilline 100 U/mL

Amphotéricine B 2,5 µg/mL

 Milieu de différenciation en adipocytes (milieu de différenciation A) :

Milieu α-MEM

Dexamethasone 1 µM

Indométhacine 60 µM

Insuline 5 µg/mL

Sérum de veau fœtal 10%

Glutamine 2 mM

Pénicilline 100 U/mL

Amphotéricine B 2,5 µg/mL

 Milieu de différenciation en ostéocytes (milieu de différenciation O) :

Milieu α-MEM

Acide L-ascorbique 60 µM

β-glycérol phosphate 10 mM

Dexaméthasone 0.1 µM

Sérum de veau fœtal 10%

Glutamine 2 mM

Pénicilline 100 U/mL

Amphotéricine B 2,5µg/mL
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3.1.2 Protocoles

3.1.2.1 Obtention des prélèvements et mise en culture des MSC

Les prélèvements du sang de la moelle osseuse sont obtenus par ponction de la crête iliaque du 

donneur. Pour éviter la formation d'un caillot sanguin l'héparine est utilisée comme anticoagulant.  

Les cellules sont lavées avec du milieu de culture complet en les centrifugeant à 300g pendant 10  

minutes. Les cellules sont suspendues dans du milieu de culture complet et comptées avant d'être  

ensemencées.  Le  comptage  est  réalisé  en  utilisant  la  solution  Leucoplate®  qui  lyse  les  globules 

rouges. Avec cette solution les globules rouges sont lysés après 3 minutes d'incubation et les cellules  

mononucléaires (MNC pour mononuclear cells) restantes sont comptées dans une cellule de Thoma 

(réf. A4500T, Bioblock, France). Elles sont mises en culture dans des flacons stériles en plastique de 

75 cm² de surface et à une densité cellulaire de 50.000 cellules nucléées par cm² dans 10mL de milieu  

de croissance. Les cellules sont incubées dans une étuve à 37°C et avec des conditions d'oxygène 

variables selon le type de culture souhaité, soit dans un incubateur à 21% O 2 (normoxie) soit à 5% O2 

(hypoxie). Le premier changement de milieu est effectué deux jours après pour éliminer les cellules 

non adhères. Le milieu est renouvelé deux fois par semaine pendant 21 jours.

3.1.2.2 Passages en sous-culture et amplification

Au bout  de  trois  semaines  en  culture  primaire  les  cellules  se  divisent  jusqu'à  70-80%  de 

confluence et ceci sera le passage 0 (P0). Afin de les amplifier, les cellules sont détachées et remises  

en culture à faible densité et cultivées pendant 2 semaines pour chaque passage (P1, P2 et P3), dans  

flacons stériles en plastique de 75 cm² de surface. À bout de 2 semaines en culture les cellules sont  

lavées deux fois avec tampon HBSS afin d'éliminer les traces de sérum que inhiberaient l'action de la  

trypsine et ensuite détachées en les incubant pendant 2-5 minutes avec de la trypsine-EDTA à 37°C, 

qui est la température à laquelle la trypsine est active. Les cellules sont récupérées sous la forme de  

culot cellulaire, puis suspendues dans du milieu de culture et comptées en les diluant 2x avec le  

colorant bleu de trypan. Les cellules vivantes ne retiennent pas le colorant et cette propriété les 

distingue des cellules mortes qui sont colorées en bleu. On peut alors compter les cellules vivantes à 

l'aide de la chambre de Thoma. Après le comptage elles  sont ensemencées à une densité de 500 

cellules par cm² à 37°C avec 5% CO2. Nous avons trouvé que la concentration de 500 cellules/cm² 

était un bon compromis entre la quantité de CFU-F formées et le nombre de cellules obtenues (selon  
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les résultats des essais de culture dans des boîtes de Petri de 60 cm²). La pression en oxygène pour la 

culture et l'amplification des MSC étant de 21% O2 où 5% O2 selon le mode de culture en P0.

3.1.2.3 Comptage des CFU-F

Pour le comptage des CFU-F, les cellules sont cultivées dans des boîtes de Petri de 60 cm 2 à une 

densité de 1000 et 10000 MNC/cm² pour le P0 et à une densité de 100 et 1000 cellules/cm² pour P1, P2  

et P3. Deux semaines après la mise en culture, les CFU-F sont comptées en utilisant une solution de  

cristal violet. Les boîtes sont lavées 2 fois avec 5mL du PBS à 37°C, 5mL de cristal violet sont ajoutés  

et les plaques sont laissées sous agitation pendant 15 minutes. Ensuite, les boîtes sont bien rincées  

avec de l'eau distillée. Les colonies sont violettes maintenant et par conséquent nous pouvons les  

compter. Les boîtes sont scannées pour déterminer la taille des colonies contenant plus de 30 cellules 

par colonie en utilisant le software « Image J ». Les essais ont été faites tant en normoxie comme en 

hypoxie, selon le mode de culture des cellules en P0.

3.1.2.4 Congélation des cellules

Les cellules qui sont trypsinées et qui ne sont pas utilisées tout de suite peuvent être stockées  

pendant de longues périodes à la température de l'azote liquide (180°C). Les cellules trypsinées sont 

lavées  avec  du  milieu  de  culture  et  centrifugées.  Le  culot  cellulaire  obtenu  est  suspendu  à  106 

cellules/mL dans du milieu de congélation qui empêche la formation de cristaux de glace délétères 

pour les cellules. La suspension est répartie dans des cryotubes à raison de 1mL/tube et les cryotubes  

déposés dans une boîte de congélation, qui fait descendre lentement la température des cellules. 24  

heures après, le tube est mis dans l'azote liquide.

Pour la décongélation des cellules, elles sont mises à température ambiante et ensuite lavées 

avec du milieu de culture réchauffé pour éliminer le DMSO présent dans de milieu de congélation.  

Après le lavage, elles sont suspendues dans du milieu de culture complet et mises en culture selon les 

conditions requises.

3.1.2.5 Différenciation des MSC

Les cellules MSC à P2 ont été différenciées en adipocytes et ostéocytes. Nous avons choisi des 

MSC qui ont été cultivées jusqu'à P2 en considérant que la culture devient plus homogène avec les  

sous-passages. Pour chaque essai de différenciation nous avons fait une mise au point des conditions  

de culture. La densité de cellules mise en culture et les milieux utilisés sont différents selon le type  
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des cellules attendues. Pour l'obtention des adipocytes nous avons ensemencés 50 MSC/cm² et pour 

des ostéocytes, nous avons mis 10 MSC/cm². Les cellules sont cultivées dans des puits de 9,8 cm² ou 

dans des boîtes de 60 cm² pendant 14 jours avec du milieu de culture. Une fois que les cellules sont  

amplifiées, le milieu est remplacé par du milieu de différenciation spécifique pour chaque type de 

cellule : milieu de différenciation A pour adipocytes et O pour ostéocytes. Les cellules sont cultivées 

pendant  21  jours  avec  le  milieu  de  différenciation  correspondant,  qui  est  renouvelé  2  fois  par  

semaine. La différenciation a été faite en normoxie et en hypoxie. 

3.1.2.6 Coloration des cellules différenciées

Après  21  jours  de  culture avec  du  milieu  de  différenciation  adipocytaire,  les  cellules  sont 

rincées avec du PBS, fixées avec du formaldéhyde à 10% et lavées avec l’isopropanol à 60%. Pour la 

coloration elles sont incubées avec la solution Oil red O pendant 30 minutes.

Pour la coloration des ostéocytes,  les  cellules cultivées pendant 21 jours avec de milieu de 

différenciation sont  rincées avec du PBS et  fixées  avec de l'éthanol  froid à 70%. Puis,  elles  sont 

incubées avec la solution de coloration Alizarin red S (pH: 4.1) pendant 20 minutes.

3.2 Techniques analytiques

3.2.1 Cytométrie en flux

3.2.1.1 Principes

La technique de cytométrie en flux permet l'analyse rapide d'un grand nombre de cellules de 

manière  individuelle.  La  caractérisation  des  particules  est  réalisée  à  l'aide  d'un  appareil  qui 

comprend, outre une source lumineuse (laser), une chambre de prélèvement et un système optique 

précédant  des  photomultiplicateurs  qui  convertissent  des  signaux  lumineux  en  impulsions 

électriques analogues digitalisées, analysées et mémorisées par un ordinateur. Les particules étudiées  

sont propulsées dans un flux de liquide appelé "liquide de gaine". Elles sont alors entraînées une à 

une dans une cellule de lecture (cuvette)  où elles passent dans le faisceau lumineux émis par la  

source. Une analyse simultanée de la lumière diffractée à 90° [FSC (forward scatter detector)] et aux 

petits angles [SSC (side scatter detector)] fournit des données sur la taille et la structure des éléments  

étudiés. La mesure aux petits angles est principalement influencée par la taille des particules, tandis  

que la détection à 90° reflète plutôt la structure.
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3.2.1.1.1 Expression des marqueurs de surface cellulaire 

Les récepteurs exprimés à la surface des cellules sont reconnus spécifiquement par un anticorps 

directement couplé à un fluorochrome.

3.2.1.1.2 Marquage des mitochondries par sondes directes

La sonde diffuse passivement à travers la membrane plasmique de la cellule et s'accumule 

spécifiquement dans les mitochondries actives. Le réactif chimique MitoTracker orange CMTMRos 

est  une sonde qui à  l’état  réduit  n'est  pas fluorescente jusqu'à  ce qu'elle  entre dans  les  cellules  

vivantes.  Elle  réagit  avec  les  protéines  de  la  mitochondrie  par  réaction  d'oxydoréduction  et  de 

couplage covalent et reste séquestrée dans la mitochondrie où elle devient fluorescente.

3.2.1.2 Réactifs 

• Dulbecco's Modified Eagle Medium sans rouge de phénol (DMEM sans rouge de phénol) (réf. 

11800, Invitrogen, France)

• MitoTracker orange CMTMRos (réf. M7510, Invitrogen, France)

• Anticorps (Tableau 2)

3.2.1.3 Protocoles

3.2.1.3.1 Expression des marqueurs de surface cellulaire

Les MSC en culture sont détachées des flacons de culture en utilisant la trypsine, dénombrées 

et  lavées  avec  du  milieu  de  culture  DMEM  sans  rouge  de  phénol.  Elles  sont  réparties  à  une 

concentration de 100 cellules/µl dans un volume de 100µl de milieu DMEM par tube à hémolyse. 

L'étape suivante est une incubation avec les anticorps correspondants, mentionnés dans le Tableau 2.  

La quantité d'anticorp ajoutée varie selon le fournisseur (20µl pour BC et BD, 5µl pour SC). Après 

une incubation de 20 minutes à l'abri de la lumière, le marquage est arrêté en ajoutant 500µl de 

DMEM sans rouge de phénol, suivi d'une centrifugation à 1400 rpm pendant 5 minutes. Ensuite, le  

culot est suspendu dans 350µl de DMEM sans rouge de phénol.
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3.2.1.3.2 Marquage des mitochondries par sondes directes

Les MSC en culture sont incubées avec de Mitotracker orange CMTMRos à une concentration 

de 100 nM, pendant 45 min at 37°C. Elles sont lavées, trypsinées et réparties à une concentration de  

100 cellules/µl dans un volume de 100µl de milieu DMEM sans rouge de phénol par tube à hémolyse.

3.2.2 Réaction de polymérisation en chaîne 

3.2.2.1 Principes

3.2.2.1.1 Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR pour polymerase chain 

reaction)

La PCR amplifie une séquence d'ADN donnée. Deux types d'oligonucléotides d'ADN, sens ou 

antisens,  servent d'amorce pour la synthèse du gène désirée sur des simples brins de l'ADN. La  

réaction  de  synthèse  est  catalysée  in  vitro par  une  enzyme ADN Taq  polymérase  isolée  d'une 
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Anticorps Conjugué Isotype Référence
Anti-CD34 FITC IgG1 Mouse IM1870, BC
Anti-CD45 FITC IgG1 Mouse A07782, BC
Anti-CD90 PE IgG1 Mouse IM3600U, BC
Anti-CD105 PE IgG3,k Mouse A07414, BC
Anti-CD271 PE IgG1, k Mouse 557196, BD 
Anti-CD106 PE IgG1, k Mouse 555647, BD
Anti- CD166 PE IgG1, k Mouse 559263, BD
Anti-CD73 PE IgG1, k Mouse 550257, BD
Anti-CD29 APC IgG1, k Mouse 559883, BD
Anti-CD44 APC IgG2b, k Mouse 559942, BD
Anti-STRO-1 PE IgM Mouse sc-47733, SC
Contrôle Isotypique APC IgG2b, k Mouse 555745, BD
Contrôle Isotypique PE IgG1, k Mouse 555749, BD
Contrôle Isotypique PE IgM Mouse sc-2870, SC
Contrôle Isotypique APC IgG1, k Mouse 555751, BD
Contrôle Isotypique FITC IgG1, Mouse A07795, BC
Contrôle Isotypique PE IgG1, Mouse A07796, BC

Tableau 2 : Anticorps impliqués dans les immunomarquages directs : BC (Beckman Coulter) ; BD (BD  
Biosciences)  ;  SC  (Santa  Cruz).  FITC:  Fluorescein  isothiocyanate;  PE:  Phycoérythrine;  APC:  
Allophycocyanine.
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bactérie thermophile, stable à des températures élevées. L'ADN a amplifier est mis en présence de la  

Taq  Polymerase,  des  amorces  sens  et  antisens,  de  dNTP,  et  subit  plusieurs  cycles  (jusqu'à  35)  

d'amplification en thermocycleur. Chaque cycle double la quantité d'ADN synthétisé. La longueur de 

l'ADN (en pair de bases) correspond à la distance entre les deux amorces d'origine.

L'ADN d'intérêt  peut  être  aussi  bien  de  l'ADN génomique que  de  l'ADN complémentaire 

obtenu par transcription inverse à partir d'un extrait d'ARN messagers (ARN poly-A). Étant donné 

que  l'ARN est  instable,  il  est  transformé  en  ADN complémentaire  (ADNc)  par  la  transcriptase 

inverse  des  rétrovirus.  Cette  technique est  appelée  RT-PCR (reverse  transcriptase-PCR)  [Alberts,  

2007].

3.2.2.1.2 PCR quantitative en temps réel (Quantitative real-time PCR où qPCR) 

La méthode de la qPCR est basée sur la détection d'un signal fluorescent qui est produit de 

façon proportionnelle à l'amplification du produit de PCR. Elle nécessite un thermocycleur couplé à  

un système de lecture optique qui mesure une émission de fluorescence. Une sonde nucléotidique est 

synthétisée de telle sorte qu'elle puisse s'hybrider sélectivement à l'ADN d'intérêt. Le SYBR est une 

molécule qui s’intercale au niveau des chaînes double brin d’ADN et qui ne devient fluorescent que 

s’il se lie à l’ADN double brin et dont l’augmentation de fluorescence est proportionnelle au produit  

de PCR. 

3.2.2.2 Réactifs

• RNeasy® Mini Kit (réf. 74104, Qiagen, France)

• Éthanol absolu (réf.32221, Sigma-Aldrich, France) utilisé à 70% (v/v dans de l'eau sans nucléase)

• iScriptTM cDNA Synthesis Kit (réf. 170-8891, Bio-Rad, France).

• Eau DEPC (réf. 750024, Invitrogen, France) 

• Solution de dNTP Mix10mM (réf. 18427-013, Invitrogen, France).

• Platinum® Taq DNA Polymérase (réf. 10966-034, Invitrogen, France)

• Tampon de PCR 10x (sans MgCl2) (réf. y02028, Invitrogen, France)

• Solution de MgCl2 10mM (réf. y02018, Invitrogen, France) 

• Amorces pour l'amplification des gènes spécifiques de la différenciation des MSC (Tableau 3) et 

amorces utilisés pour développer la qPCR (Tableau 4)
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• Tampon de  charge  5x :  Tris-HCl  50  mM, pH 8.0,  glycérol  25% (p/v),  EDTA 5 mM, bleu  de 

bromophénol 0.2% (p/v), Xylène Cyanol FF 0.2% (p/v) (réf, 161-0767, Bio-Rad, France) 

• Agarose (réf. H070928, Euromedex, France) utilisée à 1,2% (dans un tampon d'électrophorèse TEB 

0,5x) 

• Tampon d'électrophorèse TEB 10x : acide borique 0,89 M, EDTA 20 mM, Tris 0,89 M (réf. 161-

0733, Bio-Rad, France) dilué 10x dans l'eau distillée

• Bromure d'éthidium (réf. E-8751, Sigma-Aldrich, France) utilisé à 0,5 µg/mL

• Marqueur de taille d'ADN de 100pb (réf. 15628-019, Invitrogen, France)

• Power SYBR Green Master Mix (réf. 4367659, Applied Biosystems, USA)
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Gène Amorces Taille, bp

GAPDH (NM_002046.3)
Fw: 5'-AATCCCATCACCATCTTCCAGG-3'

Rv: 5'-AGAGGCAGGGATGATGTTCTGG-3'
417

ALPL (NM_000478)
Fw: 5'-CTGGACCTCGTTGACACCTG-3'

Rv: 5'-GCGGTGAACGAGAGAATGTC-3'
546

LPL (NM_000237.2)
Fw: 5'-AAAGCCCTGCTCGTGCTGAC-3'

Rv: 5'-ACAGGATGTGGCCCGGTTTA-3'
406

PPARG (NM_005037.5)
Fw: 5'-GGAGAAGCTGTTGGCGGAGA-3'

Rv: 5'-CACAATGCTGGCCTCCTTGA-3'
431

RUNX-2 (NM_001015051.2)
Fw: 5'-AACTTCCTGTGCTCGGTGCTG-3'

Rv: 5'-GGGGAGGATTTGTGAAGACGG-3'
268

Tableau 3 : Amorces pour l'amplification des gènes spécifiques de différenciation par PCR qualitative  
(GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ; ALPL : alkaline phosphatase ; RUNX2 : runt-
related  transcription  factor  2  ;  PPARG  :  peroxisome  proliferator-activated  receptor-γ  ;  LPL  :  
lipoprotein lipase ; pb : pair de bases).
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3.2.2.3 Protocoles

3.2.2.3.1 Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN des cellules est faite avec du matériel « RNase-free ». Le protocole est fait 

selon les indications du RNeasy® Mini Kit. Les cellules sont lavées avec du PBS froid pour éliminer 

des traces du milieu de culture.  Ensuite,  elles  sont  détachées  à l'aide d'un grattoir,  dissociées  et  

homogénéisées avec du tampon RTL (600µl/10cm²). Pour éviter qu'il reste des agrégats de cellules, le 

lysat est passé 5 fois dans une aiguille de 0.9 mm de diamètre. Le lysat est homogénéisé avec 1  

volume d'éthanol 70%. Les ARN sont alors purifiés sur une colonne RNeasy Mini. Le lysat versé dans  

une colonne est centrifugée 15 sec à 8000g. Le filtrat est éliminé et les ARN restent sur la colonne. Ils 

sont digérés par la DNase en ajoutant 700µl de tampon RW1 suivi d'une centrifugation de 15sec à  

8000g. Le filtrat est éliminé et 500µl du tampon RPE sont ajoutés pour laver la colonne. On effectue 

deux lavages. Les échantillons sont centrifugés 2 min à 8000g pour laver la colonne. Ensuite, une 

deuxième centrifugation est faite pour sécher la membrane de la colonne. Pour la filtration de l'ARN, 

la colonne est transférée sur un nouveau tube collecteur de 1,5mL. 40µl d'eau sans nucléase sont  
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Gène Amorces Taille, bp

HoxA11 (NM_005523.5)
Fw: 5'-TTGAGCATGCGGGACAGTT-3'

Rv: 5'-GTACCAGATCCGAGAGCTGGAA-3'
87

OXCT-2 (NM_022120.1)
Fw: 5'-GAGTTCAACGGCGACCACTT-3'

Rv:5'-GCGCTTCTCCTGAAGACCA-3'
110

v-KIT (NM_000222.2)
Fw: 5'-GGCGACGAGATTAGGCTGTT-3'

Rv: 5'-CATTCGTTTCATCCAGGATCTCA-3'
77

CCL2 (NM_002982.3)
Fw: 5'-ACTCTCGCCTCCAGCATGAA-3'

Rv: 5'-GGGAATGAAGGTGGCTGCTA-3'
72

CX3CL1 (NM_002996.3)
Fw: 5'-TGACATCAAAGATACCTGTAGC-3'

Rv: 5'-CTCGTCTCCAAGATGATTGC-3'
88

WNT4 (NM_030761.4)
Fw: 5'-AGCAACTGGCTGTACCTG-3'

Rv: 5'-CTGGATCAGGCCCTTGAG-3'
87

GAPDH (NM_002046.3)
Fw: 5'-CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT-3'

Rv: 5'-CCATGGTGTCTGAGCGATGT-3'
81

Tableau 4 : Amorces pour l'amplification de gènes par qPCR (HoxA11 : homeboxA11 ; OXCT-2 : 3-
oxoacid CoA transferase 2 ; v-KIT : Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog ;  
CCL2 : chemokine (C-C motif) ligand 2 ; CX3CL1 : chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 ; WNT4 :  
wingless-type MMTV integration site family, member 4 ; GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate  
dehydrogenase).
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déposés sur la membrane et les colonnes centrifugées pour 1 min à 8000g. Les ARN peuvent être 

conservées à -70°C.

3.2.2.3.2 Rétrotranscription des ARNm

Une quantité de 100 fg jusqu'à 1µg d'ARN obtenue dans l'étape antérieure est utilisée pour la 

synthèse de l'ADNc. À cette fin sont utilisées des amorces de polydT que se fixent sur la séquence 

poly-Adénylée des ARNm et synthétisent de l'ADNc par la méthode de transcription inverse. La 

rétrotranscription est réalisée dans un volume final de 20µl :

iScript Reaction Mix 5x 4µl

iScript Reverse Transcriptase 1µl

Eau sans nucléase xµl

Brin d'ARN xµl

Volume total 20µl

La réaction s'effectue par des incubations de 5 minutes à 25°C, 30 minutes à 42°C, 5 minutes à 

85°C et puis le tube est maintenu à 4°C. La réaction est exécutée dans un MyCycler® (Bio-Rad, USA). 

Les ADNc peuvent être gardés à -70°C jusqu'à la réalisation de la PCR.

3.2.2.4 Réaction de PCR qualitative

L'amplification des ADNc obtenus dans l'étape précédente est réalisée dans un volume final de 

50µl. Les amorces utilisées sont cités dans le Tableau 4.

Composant Volume Concentration finale
Tampon de PCR10X (-Mg) 5µl 1X
10 mM dNTP mixture 1µl 0,2 mM chaque un
50 mM MgCl2 1,5µl 1,5 mM
Amorce Forward 10 µM 1µl 0,2 µM 
Amorce Reverse 10 µM 1µl 0,2 µM
Taq Polymérase 0,2µl 1.0 unit
ADNc 2µl
eau DEPC c.s.p. 50µl

Après une étape de dénaturation à 94°C pendant 3 minutes, l'amplification jusqu'à saturation 

de l'ADNc se fait selon 30 cycles dans le MyCycler. Le schéma d'un cycle est le suivant :

- 30 secondes de dénaturation à 94°C
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- 60 secondes d'hybridation des amorces à 58°C

- 60 secondes d'élongation à 72°C

Ce cycle est répété 30 fois, puis les échantillons sont soumis à 10 minutes d'élongation à 72°C.  

Ensuite ils sont maintenus à 4°C. Les ADNc peuvent être gardés à -70°C jusqu'à la réalisation de 

l'électrophorèse.

3.2.2.4.1 Electrophorèse des produits de PCR

Les produits d'amplification de PCR sont mis en évidences par migration dans un gel d'agarose. 

À cet effet, une quantité variable d'agarose est dissoute dans de tampon d'électrophorèse TEB 0.5x, 

puis le tout est chauffé jusqu'à ce que l'agarose soit complètement dissoute. Le gel est alors transféré  

dans une cuve dans laquelle est placé un peigne. Lorsque le gel est polymérisé, le peigne est retiré 

formant  ainsi  des  puits  pour  déposer  les  échantillons  d'ADN.  Pour  la  migration  on  dépose  8µl 

d'échantillon d'ADN mélangés avec 2µl de tampon de charge 5x dans les puits de gel. Parallèlement,  

4µl  de marqueur de taille  sont  déposés.  La migration est  réalisée  à un voltage  constant  de 80V 

pendant 90 minutes environ dans du tampon TEB 0.5x. Puis le gel est coloré au bromure d'éthidium 

pendant 20 min. Les fragments d'ADN amplifiés sont visualisés sous rayonnement ultra-violet (Bio-

Rad gel doc 1000, USA) et photographiés. La taille des fragments est comparée à un marqueur de  

taille. L'analyse densitométrique est alors réalisée avec le logiciel d'image Quantity One (BioRad,  

USA).

3.2.2.4.2 PCR en temps réel (PCR quantitative)

L'amplification d'ADNc des cellules cultivées tant en normoxie qu'en hypoxie est réalise par 

qPCR en utilisant les amorces nommées dans le Tableau 4. Les réactions sont faites dans un volume 

de 25μL contenant de l'ADNc et du Master Mix. Elles suivent un processus en deux étapes : 15 sec à  

95°C plus 1 min à 60°C, pendant 40 cycles. La détection est  faite avec le système Mastercycler® 

eprealplex real-time PCR (Eppendorf). La quantité relative d'ARN est calculée en utilisant l'équation 

2-ΔCt avec GAPDH comme calibreur.
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3.2.3 Analyse  des  données  d'expression  issues  des  puces  à 

ADN

3.2.3.1 Principe

La technologie des puces à ADN (ou microarrays) est une technique qui permet d'obtenir des 

mesures de la concentration relative des ARN messagers d'une cellule dans un état physiologique 

donné. Il  s'agit  des lames garnies  d'un grand nombre de fragments  d’ADN (50-70mer),  chacune 

contentant une séquence des nucléotides qui sert de sonde pour un gène spécifique. La position et la 

séquence exacte de chaque sonde sur la puce est connue, de cette façon tout fragment nucléotidique 

qui  s'hybride  sur  une  sonde  peut  être  identifié.  L'utilisation  d'une  puce  à  ADN  pour  suivre 

l'expression génique commence par l'extraction des ARNm dans les cellules à étudier. Dans notre 

étude,  nous  utilisons  un  type  particulier  de  puces  à  ADN qui  requiert  de  la  génération  d'ARN 

complémentaire  (ARNc)  fluorescent.  Dans  la  procédure  de  synthèse  des  ARNc  fluorescents,  un 

amorce contenant un fragment poly-dT et un promoteur T7 polymerase s'hybride  avec la queue 

poly-A de l'ARN. Ensuite, une enzyme transcriptase inverse synthétise le premier et deuxième brin 

d'ADNc. Enfin, l'ARNc est synthétisé à partir de l'ADNc double brin à l'aide d'une enzyme T7 ARN 

polymérase, qui intègre simultanément de la cyanine marquée (excitée par un laser à 532 nm). Une 

fois que le marquage est terminé, la puce est hybridée avec les échantillons d'ARN. Les gènes dont  

l'expression diffère entre les échantillons sont facilement identifiables en utilisant un système de 

détection  laser.  L'interprétation  biologique  des  données  nécessite  de  corréler  les  résultats  à  des 

informations contenues dans certaines bases de données, comme par exemple Gene Ontology (GO). 

GO est un projet bio-informatique qui permet de cadrer des gènes ou leurs produits d'expression 

selon une ontologie commune à toutes les espèces. Sur des bases des données, trois ontologies ont été 

développées.  À  l'aide  de  GO nous  pouvons  associer  un  gène  à  un  processus  biologique,  à  une 

fonction moléculaire et/ou à une localisation cellulaire. 

La GO permet d'analyser une expérience de puce à ADN dans sa globalité.

3.2.3.2 Réactifs

• RNeasy® Mini Kit (réf. 74104, Qiagen, France)

• Agilent  Whole  Human  Genome  Oligo  Microarray  Kit  (Catalog  60-mer  Oligo,  Agilent 

Technologies Inc., CA, USA)
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• Agilent's  Low  ARN  Input  Linear  Amplification  Kit  PLUS  (réf.  5188-5339,  Agilent 

Technologies Inc., CA, USA)

• Agilent  4×44K  Whole  Human  Genome  GE  arrays  (Agilent  Design  #014850,  Agilent 

Technologies Inc., CA, USA)

• Agilent Feature Extraction Software (Version 9.5.3.1, Agilent Technologies Inc., CA, USA)

• Agilent GeneSpring GX10 (Agilent Technologies Inc., CA, USA) 

3.2.3.3 Protocole

3.2.3.3.1 Synthèse et marquage fluorescent d'ARNc

Pour la réalisation de l'analyse de l'expression de gènes avec Agilent Whole Human Genome 

Oligo  Microarray  Kit  nous  avons  utilisé  l'ARN  total  de  MSC  traitées  dans  des  conditions 

normoxiques où hypoxique, à P0 et à P2. Pour chaque échantillon, une synthèse d'ADNc et puis 

d'ADN double  brin est  faite à partir  de 350ng d'ARN total.  À l'aide d'Agilent's  Low ARN Input 

Linear  Amplification  Kit  PLUS,  cet  ADN  est  utilisé  comme  support  pour  la  synthèse  et  le  

concomitante marquage d'ARNc avec du Cyanine3-CTP (cy3). Après l'obtention des ARNc marqués,  

les  échantillons  sont  déposes  sur  un  module  de  Nanodrop  pour  puces  à  ADN  pour  mesurer 

l'efficacité du marquage et les quantifier.

3.2.3.3.2 Purification des ARNc marqués

 Le volume total de chaque échantillon obtenu dan l'étape précédente est ajusté à 100µl avec de 

l'eau « RNase-free ». Ensuite, du tampon RTL et d'éthanol pur sont ajoutées à chaque échantillon et  

le  volume  total  est  transféré  sur  une  colonne  RNeasy  mini  et  centrifugé  pendant  30  secondes,  

13000rpm  à  4°c.  Après  lavage  de  la  colonne  deux  fois  avec  500µl  de  tampon  RPE  (additionné 

d'éthanol  pur),  les  ARN  marqués  sont  élués  avec  30µl  d'eau  « RNase-free »,  centrifugés  30s  à 

13000rpm et récupérés dans un tube d'élution annoté. Les échantillons sont dosés au Nanodrop. Ceux 

qui peuvent être utilisés pour l'hybridation, doivent avoir une quantité totale des ARN ≥ 1,65µg et 

une activité spécifique {[cy3]/[ARN] x 1000} ≥ 9.

3.2.3.3.3 Hybridation et lavage des puces 

Chaque échantillon contenant 1,65µg d'ARNc marqué avec le  cy3 est  mélange avec du « 

Agilent 4×44K Whole Human Genome GE arrays10x Blocking » et du « 25x Fragmentation Buffer »,  
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puis  incubé  30min  à  60°c  pour  permettre  la  fragmentation  d'ARNc.  Du  tampon  «  2X  GEx 

Hybridization  HI-RPM  »  est  ajouté  et  le  tube  est  centrifugé  1min  à  13000rpm  à  température 

ambiante.  A la  fin,  100µl  du mélange sont  déposés  délicatement,  sans  bulles  d'air,  dans  chaque 

chambre puis recouvertes par les  puces (Agilent  4×44K Whole Human Genome GE arrays).  Les 

puces,  fixées  sur  leurs  supports,  sont  placées  dans  le  four  d'hybridation,  à  65°c  sous  une  faible  

rotation,  pendant  toute  la  nuit.  Après,  les  lames  sont  lavées  avec  quatre  solutions  de  lavage 

consécutives : « Gene Expression Wash Buffer 1 » (à T° ambiante) et « Gene Expression Wash Buffer  

2 » (à 37°C) mélangées avec 2mL de Triton X-102 à 10%, une solution d'acétonitrile et une solution de  

stabilisation.

3.2.3.3.4 L'analyse des biopuces

Les lames hybridées sont scannées par un scanner Agilent Microarray Scanner G2565CA, en 

utilisant le logiciel Agilent Scan Control, et les données sont obtenues sous forme d'un tableau. Les  

signaux sont détectés selon deux intensités : élevée (100%) et faible (10%). Chaque puce est scannée et  

les informations contenues dans ces images sont extraites en utilisant le logiciel Agilent Feature 

Extraction.  Ce  logiciel  donne  un  rapport  du  contrôle  de  qualité  de  chaque  image  pendant  le 

processus  d'extraction  des  données.  Nous  obtenons  un  histogramme  des  signaux  montrant  une 

courbe  des  gènes  réprimés  et  exprimés  (seuil  entre  -1  et  5)  ainsi  que  un  tableau  montrant  la 

statistique linéaire du contrôle interne ou « Spike-in ».

Finalement, les fichiers obtenus par le logiciel Agilent Feature Extraction sont chargés dans le 

logiciel  Agilent  GeneSpring®GX10  pour  une  nouvelle  analyse.  Les  caractéristiques  qui  ont  été 

marqués par le logiciel d'extraction comme hors ligne, saturées ou bien au dessous d'un seuil sont 

classée et exclue de l'analyse. Le logiciel compile et analyse les données normalisées (fond soustrait)  

sur l'expression (cut-off inférieure et supérieure à 20 et 100 respectivement pour 100% du signal) et  

sur l'erreur (CV<50% à 100% du signal). Seuls les gènes qui sont exprimés de manière différentielle 2  

fois, sur 4 puces, sont calculés comme significatifs et utilisés pour l'analyse. Les gènes sont classés  

selon Gene Ontology (p<0,1). Les analyses de l'expression de gènes ont été répétées 4 fois chacun.

Enfin, pour chaque transcrit l'analyse statistique de 3-4 échantillons, a été basée sur le test U de 

Mann & Whitney.
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3.2.4 Études microscopiques 

3.2.4.1 Microscopie électronique

3.2.4.1.1 Principes

Le  microscope  électronique  à  transmission  produit  des  images  à  partir  des  électrons  qui 

traversent l'objet. Le microscope électronique se compose d'une grande colonne creuse qui enferme 

le faisceau d'électrons et d'une console qui sert à contrôler électroniquement le fonctionnement dans 

la colonne. Au sommet de la colonne se trouve la cathode de tungstène qui représente la source  

d'électrons.  L'air  est  extrait  de  la  colonne  pour  obtenir  un  vide  permettent  l'accélération  des  

électrons.  La  formation  de  l'image  dépend  de  la  dispersion  différentielle  des  électrons  par  les 

différentes parties de l'objet. S'il n'y a pas d'échantillon, tout le champ est clair. Par contre, si une 

partie des électrons frappent les atomes d'un objet, ils sont dispersés proportionnellement à la taille  

du noyau des atomes qui composent l'objet. La dispersion des électrons pour obtenir le contraste  

souhaité  est  augmentée  par  la  fixation  et  la  coloration  de  la  préparation  dans  des  solutions  de 

métaux lourds.  On obtient  des  photographies  de  l'image  en écartant  l'écran  d'observation  et  en 

permettent aux électrons de frapper un film photographique placé sous l'écran.

3.2.4.1.2 Réactifs

• Glutaraldéhyde 2,5% (réf. R1009, Agar Scientific, France)

• Cacodylate de Na (réf. R1102, Agar Scientific, France)

• Oxyde de propylène (réf. 1080, Agar Scientific, France)

• Tétroxyde d'osmium (réf. 19172, Electron Microscopy Sciences, USA)

• EMBED SPI-pon 812 (réf. 13940, Electron Microscopy Sciences, USA)

• DDSA (réf. 26544-38-7, Electron Microscopy Sciences, USA)

• NMA (réf. 25134-21-8, Electron Microscopy Sciences, USA)

• DMP30 (réf. 90-72-2, Electron Microscopy Sciences, USA)

3.2.4.1.3 Protocole

Les cellules sont cultivées en monocouche sur des lames en verre pour le marquage avec du 

MitoTracker CMTMRos où bien elles sont cultivées dans des flacons stériles, trypsinées et mise en 
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culot  pour  poursuivre  le  processus  de  fixation.  Dans  les  deux  cas  les  cellules  sont  cultivées  en 

condition  de  normoxie  et  hypoxie.  Les  cellules  sont  fixées  pendant  2  h  à  4°C  dans  2,5%  de 

glutaraldéhyde  contenant  0,1  M  cacodylate  de  Na,  puis  rincées  pendant  3  h  dans  du  tampon 

cacodylate et incubées pendant 30 min à température ambiante dans du tampon cacodylate avec 1% 

de  tétroxyde  d'osmium.  Ensuite,  elles  sont  rincées  et  déshydratées  dans  des  concentrations 

croissantes d'éthanol (30, 50, 70, 80, 90%) pendant 5 min, puis dans de l'éthanol à 100% 3x pendant 20 

min. Enfin, les cellules sont intégrées dans un mélange 50/50 volume à volume de résine et d'oxyde 

de propylène. Un volume de 30mL de résine EMS est obtenu en mélangeant 18,2mL d'EMBED (SPI-

pon 812), 12,4mL de DDSA, 9,4mL NMA, et de 0,7mL de DMP30. Les cellules sont traitées deux fois  

avec du xylène à 100% et des sections semi minces (1,5 mm) ou ultra minces (70-90 nm) sont réalisées 

en utilisant  un microtome ultra  (Reichert-Yung).  Les  sections  sont  observées  sur  un microscope 

électronique Phillips CM12 et photographiés.

Pour obtenir les images de microscopie optique de la coloration des mitochondries, les cellules  

sont incubées avec 100 nM de MitoTracker CMTMRos, pendant 45 min à 37°C, lavées dans du PBS, et 

photographiées sur un Olympus DP-70 microscope.
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4.1 L'effet de l'hypoxie sur l'expansion des MSC

L'expansion in vitro des MSC (Figure 8) est une étape préalable indispensable à leur utilisation 

en  recherche.  En  effet,  plusieurs  études  ont  montré  la  sensibilité  des  MSC  à  la  densité  

d'ensemencement, au nombre de passages, au milieu de culture et aux facteurs de croissance [Colter,  

2000].  À  cette  fin,  nous  avons  analysé  la  capacité  de  formation  des  colonies  et  la  prolifération 

cellulaire comme une première partie de notre étude. Nous avons cherché les conditions de culture 

qui assurent un taux d'expansion optimal des MSC de la moelle osseuse humaine. Pour cela nous 

avons varié la densité d'ensemencement et la pression en O2 dans laquelle elles ont été cultivées. 

Les cellules ont été cultivées tant en condition de normoxie (21% pO2) comme en condition 

d'hypoxie (5% pO2) à chaque passage (P0, P1, P2 et P3). Nous avons analysé le nombre total de CFU-F 

et  la  taille  moyenne des  colonies  obtenues.  Pour  ceci,  les  cellules  ont  été  ensemencées  tant  en 

normoxie que en hypoxie, et en deux concentrations différentes (Figure 9). Les MNC ensemencés soit 

à 1000 MNC/cm², soit à 10000 MNC/cm², ont donné moins de colonies et plus petites après 21 jours 

de culture (P0) avec une pression en O2 de 5% par rapport aux MNC cultivées à 21% de pression en O2 

(0.05<p<0.1).  Par  contre,  cette  différence  a  été  moins  significative  à  P1  tant  pour  les  MSC 

ensemencées à 100 cellules/cm² que à 1000 cellules/cm².  À partir  de P2,  les  cellules cultivées en 

hypoxie  montrent  une tendance à augmenter  le  nombre de CFU-F,  avec une taille  moyenne de  

colonies similaire entre les deux conditions (Figure 10 et Figure 11). Les résultats sont fondés sur des  

valeurs moyennes obtenues d'après 3 à 5 expériences indépendantes.
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Figure 8: Image des MSC avec le microscope optique (20X).
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Figure 10 : L'effet de la pression en O2 sur le nombre des CFU-F en différents  
passages. Les MSC ont été ensemencés au 100 cellules/cm² (histogrammes à  
rayures)  et  1000  cellules/cm²  (histogrammes  lisses),  sous  condition  de  
pression de 5% O2 (histogrammes rouges) ou de 21% O2 (histogrammes roses),  
respectivement.  Les  chiffres  en-dessus  de  l'histogramme  représentent  les  
chiffres significatives calculés en utilisant un test t de Student.

Figure 9: Image représentative des  
colonies  cultivées  en  N  ou  H  à  
différents passages.
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En bref, les cellules suivent une phase de latence pendant laquelle les MSC hypoxiques croissent plus 

lentement que les cellules normoxiques. Cependant, dans les passages ultérieurs, les MSC en hypoxie 

augmentent progressivement en nombre.

4.2 Caractérisation  phénotypique  des  MSC  en 

différentes conditions d'02

L'immunomarquage et la cytométrie en flux ont été réalisés au cours des différents passages. 

Les MSC n’expriment pas les récepteurs CD45 et CD34, molécules caractérisant les HSC. Par contre, 

elles  sont  positives,  quoique  variables,  pour  plusieurs  autres  marqueurs  comme :  CD90,  CD105, 

CD106, CD166, CD73, CD29, CD44, STRO-1 (Figure 12).

Les cellules cultivées montrent un profil typique de MSC avec un phénotype stable pendant le 

temps. De plus, elles n'exhibent pas de différences phénotypiques indépendamment de la tension en 

oxygène dans laquelle elles ont été cultivées. Le marqueur STRO-1 est inhibé dans le 50% des cellules  

à P0 en condition d'hypoxie et le marqueur CD271 ne s’exprime que faiblement à P0 puisque c’est un  

marqueur de MSC natifs (voir Tableau 1).
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Figure  11 : L'effet de la pression en O2 sur la taille des CFU-F en différents  
passages.  Les  MSC  ont  été  cultivées  en  condition  de  pression  de  5%  O2 

(histogrammes rouges) ou de 21% O2 (histogrammes roses), respectivement. La  
chiffre  en-dessus  de  l'histogramme  représente  les  chiffres  significatives  
calculées en utilisant un test t de Student.
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En conclusion,  nous  avons observé que l'effet  d'une faible  pression en O2 sur  les  MSC en 

culture, n'affecte pas le phénotype de la surface cellulaire.
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Figure  12 : Stabilité du phénotype des MSC dans la culture. Cytométrie en flux des marqueurs de  
surface au P0 et P2 en H ou N. Les histogrammes montrent l'intensité de plusieurs marqueurs dans  
une population des MSC CD34/CD45 négative enrichie de la moelle osseuse.
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4.3 La culture des MSC en hypoxie et sa relation avec 

la biogenèse mitochondriale

En cherchant des effets qualitatifs de l'hypoxie sur des MSC, nous avons étudié la morphologie  

des  MSC  par  microscopie  optique  et  électronique,  des  cellules  hypoxiques  comme  des  cellules  

normoxiques à P2. À cet égard, nous avons marqué des MSC avec du marqueur MitoTracker et elles 
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Figure  13 :  Aspect  morphologique  des  MSC.  L'intensité  de  
fluorescence des mitochondries a été mesure par cytométrie en  
flux  (en  haut).  Les  mitochondries  ont  été  colorées  avec  de  
MitoTracker Orange et quantifiées (au centre) et observées par  
microscopie  électronique  (en  bas).  Les  expériences  ont  été  
réalisées sur des MSC à passage P2, en condition de normoxie ou  
hypoxie.
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ont  été  analysées  par  cytométrie  en  flux.  L'intensité  de  fluorescence  moyenne  des  cellules 

hypoxiques  par  rapport  aux cellules  normoxiques  était  de 47,7  versus  117  sur  les  histogrammes 

(Figure 13, en haut). Le nombre de mitochondries a été évalué aussi par microscopie de fluorescence,  

dans  des  MSC marquées  avec  du  MitoTracker,  comme  le  montre  la  Figure  13  (au  centre).  En 

comptant  les  mitochondries,  nous  avons  observé  une  inhibition  de  50  à  75%  de  la  biogenèse 

mitochondriale en condition d'hypoxie. Les cellules normoxiques ont montrée plus d'intensité que les 

cellules hypoxiques. La microscopie électronique à transmission (MET) nous à permis d’examiner la  

morphologie des cellules (Figure 13, en bas). En hypoxie, elles paraissent être moins différenciées que 

celles en normoxie, ayant des noyaux plus larges et moins convolutés, et avec plus de nucléoles. Les  

cellules en hypoxie présentent aussi un rapport noyaux/cytoplasme plus élevé, même si la taille des  

cellules est très similaire dans les deux conditions.

Avec ceci, on preuve que l'hypoxie inhibe la biosynthèse des mitochondries dans des MSC en 

culture.

4.4 La  culture  en  hypoxie  à  long  terme  stimule  la 

différenciation des MSC

Des MSC ont été cultivées jusqu'à P2 en hypoxie comme en normoxie. Ensuite, le milieu de 

culture  a  été  changé  par  du  milieu  de  différenciation  spécifique  de  lignage  ostéogénique  et 

adipogénique, respectivement. Des expériences de coloration histologique conventionnelle ont été 

effectuées après 21 jours de culture avec du milieu de différenciation. Une image des adipocytes 

colorés avec du Oil red et une image des ostéocytes colorés avec du Alizarin red sont montrées dans  

la Figure 14, en haut.  Les MSC hypoxiques ont été plus efficaces dans la génération des cellules 

spécifiques de lignages adipocytaires et ostéoblastiques. Comme le montrent ces deux expériences 

représentatives,  le  pourcentage  des  colonies  adipocytaires  et  ostéoblastiques  provenant  des  MSC 

cultivées en hypoxie a varié entre 50% et 100% par rapport aux cellules cultivées en normoxie (Figure  

14, en bas).
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4.5 Les  MSC  hypoxiques  expriment  des  gènes  de 

différenciation

L'amplification des transcrits spécifiques de lignage pour adipocytes (LPL et PPARg) et pour 

ostéocytes (ALPL et RUNX2) a été faite par RT-PCR. Pour ceci, nous avons extraite l'ARN des MSC 

cultivées jusqu'à la fin du P2, avant de les cultiver avec du milieu de différenciation. Comme le 

montrent  ces  deux expériences  représentatives,  l'expression d'ALPL a été  plus  élevée en cellules 

hypoxiques. De plus, RUNX2 ne s'exprime pas dans des cellules en normoxie mais il est exprimé en 

hypoxie (Figure 15). 
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Figure 14 : La culture en hypoxie augmente le potentiel des MSC à se différencier dans les différents  
lignages  mésenchymateux.  En  haut,  les  colonies  différenciées  en  adipocytes  et  ostéocytes  sont  
évidences par coloration cytologique avec les solutions de Oil Red O (adipocytes) ou Alizarin Red  
(ostéocytes). En bas, les colonies ostéocytaires et adipocytaires ont été comptées.
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Figure 16 : Reprogrammation génétique des MSC en hypoxie  
à P0. Les MSC de trois donneurs ont été cultivées jusqu'à P0  
avant l'extraction de l'ARN et l'hybridation sur puces à ADN  
Agilent.  L'analyse  des  transcrits  GO  exprimés  de  façon  
différentielle à P0 est montrée (N=3).

Figure  15 : Les gènes représentatives des lignages ostéocytaire  
(ALPL,  RUNX2)  et  adipocytaire  (LPL,  PPARgamma)  ont  été  
amplifiés par RT-PCR avec des amorces spécifiques. Le gène de  
GAPDH a été amplifié comme contrôle. 
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4.6 Analyse de l'expression des gènes par puces à ADN

Les MSC cultivées jusqu'à P0 et à P2 dans des conditions de normoxie et d'hypoxie ont été  

stockées. À partir de ces échantillons nous avons extrait l'ARN afin de l'hybrider avec des puces. 

Pour  chaque  expérience,  des  cultures  des  MSC provenant  de  trois  différents  donneurs  ont  été  

réalisées.  L'analyse comparative  du transcriptome des  MSC en culture  pendant  21  jours  (P0)  en 

hypoxie par rapport à celui en normoxie a révélé qu’il y avait 386 gènes dérégulés (1% de 41.000 

gènes). Parmi ces 386 gènes, 174 ont été « augmentés » (45%) et 212 ont été « diminués » (55%) en 

condition  d'hypoxie.  L'analyse  GO  effectuée  sur  les  386  gènes  dérégulés  a  révélée  une  sur-

représentation des gènes (122 gènes, p<0,1) impliqués dans le métabolisme de l'ADN (cycle cellulaire,  

réplication,  phase  M,  organisation  du  fuseau,  biogenèse)  et/ou  codantes  de  protéines  nucléaires 

(chromosome, fuseau, noyau). Parmi ces 122 gènes, 118 (98%) ont diminué leur expression de 2-6 fois  

dans le rang correspondant à des gènes NAV2 et RRM2 [2-5,94], respectivement. Dans la Figure 16 et  

le Tableau 5 nous avons résumé l'analyse et nous montrons les dix premiers gènes, à partir de RRM2 

[5,94], dont l'expression est la plus diminuée après la culture à court terme en hypoxie. 

Contrairement aux gènes diminués, il n'y a pas une sur-représentation GO considérable des 

gènes  augmentés.  Néanmoins,  nous  avons observé une forte  tendance  de  sur-représentation  des 

gènes  codants  pour  des  récepteurs  membranaires  (CD93,  ZP1,  ESAM, protocadherine  17)  et  des 

facteurs paracrines (leptine, angiopoïétine 2, VWF) avec un rang de sur-expression correspondant 

aux gènes ALDOC et TCF1 [2-6,96], respectivement. 

L'analyse comparative du transcriptome des MSC en culture à P2 en hypoxie par rapport à 

normoxie, a révélé que 519 transcrits ont été dérégulés, dont 264 ont été augmentés (50,9%) et 255 ont 

été diminués (49,1%). L'analyse GO effectuée sur 519 gènes a révélé une sur-représentation des gènes 

impliqués dans la plasticité cellulaire (48 gènes, p<0,1) et dans l'adhésion (37 gènes, p<0,1). Lorsque 

nous avons augmenté la rigueur de l'analyse en sélectionnant les gènes qui ont été différentiellement 

exprimés 4 fois sur 4 essais, nous avons éliminé les gènes GO de l'adhésion cellulaire, mais pas les  

gènes de la plasticité. Tous ces 48 gènes qui caractérisent la plasticité ont été augmentés dans un rang 

compris entre 4,2 et 58,3 (Figure 17). Dans le Tableau 6 sont indiqués les dix premiers gènes sur-

exprimés après la culture à long terme en hypoxie (P2).
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Plusieurs  transcrits  ont  été  validés  par  PCR  en  temps  réel  (Figure  18).  Les  résultats 

correspondent  à  ceux gènes  avec  une expression augmentée (HOXA11, KIT,  Wnt4,  OXCT-2)  ou 

inhibée (CCL2, CX3CL1) en condition d'hypoxie.
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Figure  17: Reprogrammation génétique des MSC en hypoxie à P2.  
Les  MSC  de  trois  donneurs  ont  été  cultivées  jusqu'à  P2  avant  
l'extraction  de  l'ARN et  l'hybridation  sur  puces  à  ADN Agilent.  
L'analyse des transcrits GO exprimés de façon différentielle à P2 est  
montrée (N=3).

Figure  18:  Certains  transcrits  ont  été  validés  par PCR en temps réel.  Les  gènes  choisis  
correspondent à ceux gènes avec une expression augmentée (HOXA11, KIT, Wnt4, OXCT2)  
ou inhibée (CCL2, CX3CL1) en condition d'hypoxie selon les résultats de l'analyse GO (N=3).
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Transcrits 
diminués

Expression: 
Hypoxie/ 
Normoxie

Accès
Genbank Fonction putative

RRM2 5.94 NM_001034 Ribonucleotide reductase

XRCC2 5.80 CR749256 X-ray damage DNA repair

KIF24 5.16 AK001795 Kinesin: chromatid assembly

POLQ 4.99 AF090919 DNA polymerase theta

E2F8 4.95 NM_024680 Cell cycle progression

FANCD2 4.93 NM_001018115 DNA repair

ESCO2 4.86 NM_001017420 Sister chromatid cohesion

AURKB 4.74 NM_004217 Chromosome segregation

CENPN 4.48 AK023669 Binding to centromeres

MKI67 4.46 NM_002417 Cell proliferation

Transcrits 
augmentés

TCF1 6.96 NM_000545 Hepatic transcription factor

LEP 6.39 NM_000230 Metabolism, apoptosis, angiogenesis

ANGPT2 5.69 NM_001147 Antagonise vascular remodelling

ZP1 5.47 NM_207341 Sperm binding to zona pellucida

VWF 5.41 NM_000552 Platelet binding to endothelium

GIMAP4 5.37 NM_018326 T-cell development, tumor suppressor ?

CD93 4.56 NM_012072 Intercellular adhesion, clearance of apoptotic cells

PLVAP 4.25 NM_031310 Adhesion of vascular endothelial cells ?

ESAM 4.24 NM_138961 Adhesion of endothelial cells

PCDH17 4.14 NM_001040429 Cell-cell connexions in the brain

Tableau 5 : Étude comparative du transcriptome des MSC à P0 en hypoxie versus normoxie.
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Transcrits 
augmentés

Expression : 
Hypoxie/ 
Normoxie

Accès 
Genbank Fonction putative

SMOC2 58.32 NM_022138 Promotion of matrix assembly

PLEKHA6 13.59 NM_014935 Adhesion

DMKN 10.79 NM_033317 Epithelial cell differentiation

KIT 8.62 NM_000222 Stem cell proliferation

LAMA1 8.49 NM_005559 Development of retina and myocytes

SNTG2 7.52 NM_018968 Eye development

GPR56 6.01 NM_201525 Neural development

OXCT-2 5.81 NM_022120 Ketone body utilisation

NOG 5.13 NM_005450 Neural tube fusion, joint formation

HOXA11 4.79 NM_005523 Uterine development

Tableau 6 : Étude comparative du transcriptome des MSC à P2 en hypoxie versus normoxie.
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DISCUSSION

Notre travail avait pour but d’analyser l’effet d’une culture prolongée en condition de 5% pO 2 

sur le devenir des MSC de la MO humaine. En particulier, il avait pour but de tester l’hypothèse 

selon laquelle les MSC cultivées ainsi auraient un potentiel de différenciation plus large que celles  

cultivées en « normoxie ». Par conséquent, cette condition de culture les rapprocherait de leur état 

physiologique au sein de la niche. A l’appui de cette hypothèse, nous avons en effet trouvé par la 

technique d’analyse du transcriptome, que les MSC « hypoxiques » expriment plusieurs transcrits 

(dont  certains  décrits  pour  la  première  fois  dans  ces  cellules)  et  impliquant  un  potentiel  de 

différenciation plus grand que les MSC « normoxiques ».

1) Les conditions de culture sont bien entendu essentielles pour le devenir des MSC et peuvent  

modifier  leur  potentiel  thérapeutique,  tant  en  médecine  régénératrice  que  dans  une  optique 

antiinflammatoire/immunomodulatrice.  En particulier,  la culture de ces cellules à long terme 

peut aboutir à des conséquences sur le karyotype, bien qu’une étude récente démontre qu’elle 

n’a pas de conséquence sur le plan de l’oncogénicité des MSC [Tarte,  2010].  La pression en 

oxygène en culture est également un paramètre majeur de la culture de n’importe quelle cellule  

mammifère  [Carmeliet,  1988].  Or  bien  que  de  nombreuses  publications  aient  traité  ce  sujet  

concernant les HSC [Guitart, 2010; Guitart, 2011], peu de choses avaient été faites spécifiquement 

sur les MSC. Les cultures cellulaires sont effectuées pour des raisons pratiques (ou de facilité  ?) 

en air ambiant additionné de CO2. En réalité, la pO2 de 21% en l’air alvéolaire chute rapidement 

dans  le  sang  artériel,  suggérant  que  la  « normoxie  physiologique »  est  plutôt  de  12  à  15% 

[Mohyeldin, 2010; Brahimi-Horn, 2007]. La pO2 de chaque tissu est évidemment très difficile à 

mesurer, mais elle l’a été pour des échantillons d’aspiration de MO humaine avec des résultats de 

1  à  5% [Harrison,  2002].  C’est  pourquoi  la  pression  de  5% que  nous avons utilisé  est  assez 

physiologique concernant les MSC de la MO. Il aurait été bien entendu utile de réaliser notre 

étude  sur  plusieurs  pressions  en  oxygène  en parallèle,  en descendant  jusqu’à  1% voire  0,1% 

[Guitart, 2011]. Pour des raisons pratiques de coût et de temps, et vu la rareté de sources de MO,  

nous n’avons pas pu mener ce travail.  Une pO2 de 5% est censé être physiologique pour des 

cellules  souches  dans la  moelle  osseuse [Mostafa,  2000].  Nous avons observé une croissance 

modérée à une pression en O2 de 5% jusqu'à 5 semaines de culture (P1), et un gain progressif de  

la  croissance  après  la  cinquième  semaine.  Ces  résultats  sont  cohérents  avec  des  études 

précédentes  qui  montrent  une  inhibition  précoce  de  la  croissance  en  condition  d'hypoxie 

[Grayson, 2006], bien que les données de différents laboratoires soient difficiles à comparer en 

raison des variations dans les conditions d'oxygène (0,1 à 5%), et dans la durée de la culture (de  

quelques  heures  jusqu'à  deux  mois).  L’inhibition  transitoire  de  croissance  que  nous  avons 
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observé en hypoxie correspond à la « lag phase » décrite par Grayson et elle est suivie d’un gain 

de croissance à long terme en hypoxie. Ceci pourrait être en contradiction avec le caractère  

présumé hors cycle des MSC  in vivo.  Comme signalé dans la discussion de notre article, elle 

pourrait signifier simplement une capacité plus grande à répondre aux facteurs de croissance 

présents  dans  le  sérum  [Basciano,  2011].  En  faveur  de  l’hypothèse  que  des  récepteurs  de 

cytokines et/ou de facteurs de croissance stimulent la prolifération, nous pouvons mentionner le  

récepteur CXCR4, qui a été induit dans des MSC cultivées en hypoxie (dans Additional file, 

[Basciano, 2011]). L'engagement du récepteur CXCR4 a, entre autres, la capacité de stimuler la 

croissance des  cellules  et  dans certaines cas,  conduire à une métastase dans des  modèles  de 

cancers [Kochetkova, 2009; Kortesidis, 2005]. De plus, en ce qui concerne la migration, CXCR4 a 

des implications dans la migration des cellules souches, à travers son ligand SDF-1 [Peled, 1999; 

Wright, 2002]. Les cellules sont recrutées dans la niche de la moelle osseuse depuis la circulation,  

un processus connu comme « homing ». L'axe SDF-1/CXCR4 induit aussi la "mobilisation" des 

cellules de la moelle vers la circulation, aux fins immunes et de réparation tissulaire [Lapidot, 

2002; Lapidot, 2005].

Signalons enfin que de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme de l’ADN et le cycle 

cellulaire sont inhibés lors du premier passage en hypoxie. Ceci est peut être en accord avec le  

caractère quiescent des MSC in vivo.

2) Effet de l’hypoxie sur le Métabolisme et le phénotype des MSC. La culture des cellules à 21% pO 2 

a des conséquences majeures en particulier celui d’induire un stress oxydatif.  A l’inverse,  la  

culture en anaérobiose relative inhibe le métabolisme mitochondrial et favorise la production de 

lactates,  comme nous  le  décrivons  dans  notre  revue  [Némos,  2011;  Grayson,  2006].  Il  a  été 

suggéré que l’hypoxie des cellules souches au sein de la niche les protège contre le stress oxydatif 

et limite ainsi la senescence de ces cellules. La baisse du nombre de mitochondries que nous 

avons observé en hypoxie est une conséquence directe de cette dernière. Morphologiquement, les 

MSC cultivées en hypoxie contiennent moins de mitochondries et montrent des caractéristiques 

de cellules  indifférenciées.  L'inhibition  de la  biosynthèse  mitochondriale  pourrait  protéger  la 

cellule de l'apoptose,  en utilisant une voie selon laquelle l’HIF-α est stabilisé.  L’HIF-α induit 

l’expression des gènes de l’angiogènese et du transporteur de la glucose-6-phosphate. Ce dernier 

permet de synthétiser du glucose, qui sera utilisé comme source d’ATP pour la cellule [Das,  

2010]. Cette capacité de s’adapter  et de survivre à un environnement hypoxique est  une des 

caractéristiques qui permettra l’utilisation des MSC pour la régénération des tissus infarcis.

69



DISCUSSION

Curieusement,  malgré  les  modifications  métaboliques,  morphologiques  et  surtout  génétiques 

décrites plus bas, nous n’avons pas observé de modifications phénotypiques des marqueurs de 

surface des MSC sous hypoxie [Holzwarth, 2010]. Néanmoins, le marqueur de surface STRO-1 

n'a  été  exprimé  que  transitoirement  dans  des  MSC hypoxiques,  mais  pas  dans  les  cellules 

normoxiques. Ce n'est pas tout à fait surprenant puisque l’expression de STRO-1 est peu à peu 

perdue lors de l'expansion des cellules en culture [Simmons, 1991; Gronthos, 2003]. Même si  

STRO-1 sert à isoler des MSC natives à partir de différents tissus, il n'est pas exprimé sur tous les  

MSC  [Kolf,  2007].  Fait  intéressant,  les  MSC  positives  pour  STRO-1  montrent  un  potentiel 

d'expansion et de différenciation renforcée [Bensidhoum, 2004; Psaltis, 2010]. Ainsi, l'expression 

de STRO-1 sur des MSC hypoxiques ne peut pas être fortuite, et serait plutôt un reflet de l'état  

pluripotent des ces cellules.

D’une  certaine  manière,  ceci  démontre  l’unicité  de  ces  cellules,  mais  une  analyse  fine  des 

intensités de fluorescence montre de discrètes modifications (Figure 12).  Notons en effet  que 

l’expression de CD29/VLA-β, impliquée dans l’adhérence à la matrice extracellulaire, augmente 

en hypoxie à P0, de même pour CD44/Pgp-1 et CD106/VCAM-1. Il n’est pas anodin aussi que 

l’expression de CD90/Thy-1, un gène impliqué dans la mémoire neuronale [Nosten-Bertrand, 

1996] ni que celle de CD105/Endoglin,  un régulateur de la différenciation et de la migration 

cellulaire  [McAllister,  1994;  Lastres,  1996]  soient  augmentés  en  hypoxie.  Signalons  que  les 

transcrits  des  marqueurs  sus-cités  n’ont  pas  été  stimulés  en  hypoxie  du  moins  de  façon 

significative,  c’est  pourquoi  ils  n’apparaissent  pas  dans  le  Tableau  5.  Leur  expression  va 

néanmoins  de  pair  avec  l’induction  de  transcrits  de  gènes  impliqués  dans  l’adhérence  à  la 

matrice extracellulaire. Il aurait été intéressant de valider ESAM (protéine d'adhésion cellulaire 

endothéliale) ou CD93 par exemple, au niveau protéique.

3) Effet de l’hypoxie sur le transcriptome. Comme décrit plus haut, l’effet le plus spectaculaire et 

potentiellement intéressant de la culture des MSC en hypoxie, se situe au niveau de l’expression 

génique. Les molécules impliquées dans le métabolisme de l’ADN, ainsi que dans la progression 

dans le cycle cellulaire et inhibées lors du premier passage en hypoxie, confortent le fait que 

l’hypoxie favorise le  caractère  quiescent des MSC. L'analyse GO des gènes  exprimés à P0 a 

associé les gènes diminués en condition de faible pression en O2 à des gènes du métabolisme et 

de la réparation de l'ADN (POLQ, RRM2, XRCC2, FANCD2), à des gènes de la progression du 

cycle  cellulaire  (E2F8,  MKI67),  et  à  des  gènes  de  l'organisation  chromosomique  (CENP-B, 

AURKB, KLF4)  (Tableau  5).  Ces  résultats  sont en accord avec les  donnés précédentes  sur la 

prolifération et la taille des colonies à P0. L’induction tardive de « gènes de plasticité » selon GO 
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est plus intrigante. Le terme de plasticité lui-même peut prêter à confusion en effet dans notre  

esprit, il signifie la capacité des MSC à se différencier ou se dé-différencier à condition qu’elles 

ne soient pas trop avancées dans leur différenciation. Cette hypothèse formulée notamment par  

Zipori implique que les cellules expriment un grand nombre de gènes à bas bruit,  d’où leur 

potentiel multipotent [Zipori, 2005]. Cette propriété est à mettre en parallèle avec celle des HSC 

qui  progressent  de  manière  hiérarchique,  avec  perte  et  acquisition  définitive  de  certaines 

potentialités.  Le  « GO  term » plasticity réfère  à  la  fois  à  une  capacité  multipotente  et  à 

l’adaptation aux conditions de culture. Ainsi OXCT-2 (3-oxoacid/succinyl CoA transferase-2) est 

une enzyme d’expression mitochondriale  impliqué dans le métabolisme des corps cétoniques 

produits en anaérobiose. En dehors du fait qu’il s’agit d’une adaptation métabolique, OXCT-2 est 

exprimé dans des cellules germinales du testicule [Tanaka, 2003]. Deux transcrits très fortement 

amplifiés en hypoxie (58 et 13 fois respectivement) sont SMOC2 et PLEKHA6 (Tableau 6). Ils 

jouent un rôle dans l’assemblage de la matrice extracellulaire et dans l’adhésion à la matrice.  

SMOC2 (SPARC related modular calcium binding 2) joue un rôle dans l'angiogenèse et dans 

l'assemblage de la matrice extracellulaire [Rocnik, 2006]. Un article récent a démontré qu'une 

protéine apparentée à SMOC2 augmente la durée de vie et la fécondité chez la Drosophile [Lee, 

2008].  De plus,  des  études  de  développement  dans  de  souris  suggèrent  un  potentiel  rôle  de 

SMOC2 dans la différenciation de gonades fœtales et de l'appareil reproducteur [Pazin, 2009]. 

Autre gène stimulé par l’hypoxie est le DMKN (dermokine) qui a été identifié comme un gène 

qui s’exprime dans la couche suprabasale de l'épiderme [Matsui,  2004].  Elle est  exprimée au 

cours de la différenciation épidermique [Toulza, 2007].

Le gène Kit (v-kit Hardy–Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog), qui code pour 

un récepteur tyrosine kinase,  a donc été induit en corrélation avec la prolifération [Ohnishi, 

2007].

Des autres gènes induits sont LAMA1 (laminine), SNTG2 (syntrophin gamma-2) et GPR56 (G 

protein-coupled receptor 56). Les protéines LAMA1 et SNTG2 sont toutes les deux impliquées 

dans le développement de la rétine et de l'œil [Edwards, 2010; Nagai, 2010]. La laminine est aussi 

essentiel pour le développement musculaire précoce. Elle est requise pour l'élongation de cellules 

précurseurs du muscle chez la souris [Bajanca, 2006]. La GPR56, une protéine transmembranaire  

de sept domaines, est impliquée dans le « brain cortical patterning » [Koirala, 2009].

Le gène NOG (noggin) a été décrit dans le développement précoce du système nerveux central 

[Lamb, 1993; Smith, 1993]. Des études récentes indiquant que NOG est aussi exprimé dans les 

neurones, les astrocytes et les cellules épendymaires adultes [Mikawa, 2011].
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Les gènes potentiellement impliqués dans le contrôle de la différenciation vers les adipocytes, les 

ostéocytes et les chondrocytes décrits par l'équipe de Tuan n'ont pas été modifiés par l'hypoxie  

[Baksh, 2004]. Les résultats que nous avons obtenu à partir de la culture des MSC en condition 

de faible pression en oxygène, montrent que il y à une surexpression des gènes impliqués dans la  

différenciation neuronale, myocytaire, épithéliale et rétinienne.

Au  total,  nous  avons  observé  que  l'hypoxie  stimule  plusieurs  gènes  qui  convergent  pour 

maintenir les cellules dans un état indifférencié, et qui facilitent la migration transendothéliale 

des MSC. En parallèle,  l'hypoxie inhibe l'expression de gènes impliqués dans la prolifération 

cellulaire  (Tableau  5).  Ce  profil  de  transcription  montre  que  probablement  le  programme 

génétique intrinsèque des MSC in vivo est « au repos », et doué de capacités de migration et de 

différenciation multilignage.  Fait  important,  certains  gènes  de  différenciation cités  plus  haut 

(DMKN,  LAMA1,  SNTG2,  GPR56,  NOG)  impliquent  des  lignages  neurectodermiques.  Ceci 

conforte la notion que les MSC ne sont pas seulement doués de capacité de différenciation dans 

des lignages du mésoderme mais aussi dans des lignages issus d’autres feuillets primitifs [Pacary, 

2007; Tondreau, 2008].

Par  ailleurs,  certains  gènes  d’adhésion  jouent  également  un rôle  dans  la  différenciation.  Les 

gènes induits précocement en hypoxie ne sont pas assignés à la multipotence, mais ils sont plutôt 

des  molécules  d'adhérence  telles  que  la  molécule  d'adhésion  cellulaire  endothéliale  von 

Willebrand  (VWF)  et  la  protocadherine.  Toutefois,  plusieurs  gènes  peuvent  participer  au 

maintien de l'état « souche » des cellules. Par exemple, la molécule CD93 régule l'élimination des 

cellules apoptotiques, une fonction essentielle du développement, du maintien de l'homéostasie 

et de la réparation tissulaire [Greenlee, 2008].

L'expression  des  molécules  d'adhésion  pourrait  être  physiologiquement  pertinente  et  en 

corrélation  avec  le  plus  large  potentiel  de  différenciation  des  MSC hypoxiques.  En  effet,  le  

facteur VWF est un marqueur d'engagement endothélial [Bruno, 2009] et PLVAP, signalé dans 

Basciano  et  al pour la  première fois  sur les  MSC, est  une molécule de trafique leucocytaire 

[Keuschnigg, 2009], qui peut aider à la migration transendothéliale des MSC de la moelle osseuse 

[Basciano, 2011]. La stimulation de la leptine est également significative dans le sens où des 

travaux récents ont montré qu'elle contribue à maintenir les cellules souches progénitrices à  

l'état  indifférencié  [Scheller,  2010].  Ce  résultat  montre  aussi  l’impact  de  l’hypoxie  sur  le  

métabolisme des MSC, en accord avec une étude sur les MSC de rat [Ohnishi, 2007]. Cependant, 

dans cette étude la durée de l'hypoxie a été de 24 heures seulement. Pourtant, plusieurs gènes 

impliqués  dans  l'adhésion  et  la  matrice  extracellulaire  ont  été  stimulées.  Le  facteur  de 
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transcription  TCF1  liée  à  WNT  peut  réguler  les  MSC  et  renforcer  leur  différenciation 

ostéogénique [Wang, 2007]. En conclusion, cet ensemble de gènes semble concourir au maintient  

des MSC hypoxiques dans un état pluripotent.

4) Conséquences  médicales potentielles.  La question posée est  de savoir  si  une telle  culture est 

susceptible d’améliorer les MSC dans une optique de médecine régénératrice [Charbord, 2010],  

ou de traitement des maladies inflammatoires et autoimmunes [Pistoia, 2010]. 

4.1) Concernant  le  premier  type  d’application,  la  réponse  n’est  pas  claire.  Le  but  de  la  

médecine régénératrice est de reconstituer un tissu lésé, mais seule la pose d’un tissu 

différencié  (du  type  monocouche  d’épiderme,  ou  maillage  artificiel  rempli  de 

chondrocytes) est actuellement envisageable. La culture de MSC en hypoxie dans des 

conditions  de différenciation spécifiques pourrait  permettre d’obtenir  plus de cellules 

(chondrocytes, par exemple). Cependant l’avantage quantitatif que nous avons obtenu 

semble modéré. De même en ce qui concerne l’ensemencement d’une trame tissulaire 

avec des MSC autologues. L’implantation d’une bronche, déplétée au préalable de ces 

cellules en eau distillée, et ensemencée avec des MSC autologues de MO a permis de 

traiter une atélectasie post tuberculeuse chez une patiente [Macchiarini, 2008]. Dans ce 

cas, des fibroblastes sont suffisants pour reconstituer un tuyau rigide. Il reste possible 

que la culture en hypoxie permette la différenciation neuronale des MSC. 

4.2) Concernant le second type d’applications, les MSC injectées par voie intraveineuse au 

patients s'accumulent dans le parenchyme pulmonaire. Bien que ce fût suffisant pour 

traiter le choc septique expérimental [Németh, 2009], la diffusion des MSC dans d'autres 

organes  peut  être  nécessaire  pour  traiter  des  maladies  systémiques.  À  ce  propos, 

l'induction  de  molécules  impliquées  dans  la  migration  transendothéliale  par  les 

conditions de culture, peut être utile. Une étude dans un modèle animal montre que la 

migration des  MSC en réponse à  une fracture est  déterminée  par  CXCR4 [Granero-

Moltó,  2009].  Cependant,  l'hypoxie  peut  être  préjudiciable  à  d'autres  fins.  Les  MSC 

inhibent les cellules T-CD4 d'une façon CCL2-dépendante par transformation de cette 

chimiokine en un antagoniste dérivé [Rafei, 2009]. Comme nous l'avons observé il y a 

une diminution de la transcription de CCL2 dans les cellules cultivées sous hypoxie. Ces 

MSC  pourraient  devenir  alors  inefficaces  pour  le  traitement  de  l'encéphalomyélite 

allergique expérimentale (modèle animal de la sclérose en plaques). Signalons enfin, que 

les MSC ont la capacité d'agir comme cellules présentatrices d'antigènes et peuvent ainsi  
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induire  une  réponse  immunitaire  adaptative  spécifique  à  un  antigène  donné  [Stagg, 

2006], mais l’effet éventuel de l’hypoxie sur cette propriété reste inconnu.

Une application spectaculaire des MSC est le traitement de la GVHD aiguë corticorésistante 

dans les greffes de MO allogéniques [Le Blanc, 2008] et résulte des propriétés immunosuppressives  

de ces cellules.

Par ailleurs, l'une des fonctions essentielles des MSC de la MO est leur contribution au soutien 

de l'hématopoïèse, en créant un tissu conjonctif, mais surtout en synthétisant une vaste palette de  

cytokines  et  de  facteurs  de  croissance  impliqués  dans  la  différenciation  et  la  maturation  des 

différentes populations de cellules sanguines. Actuellement, la transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques est couramment employée en clinique, notamment dans le cadre du traitement des 

hémopathies malignes. Le greffon contient essentiellement des cellules sanguines qui reconstituent 

l'hématopoïèse d’où un chimérisme. Le greffon contient aussi des MSC en très petit nombre. À ce  

jour, un microchimérisme impliquant les MSC du donneur n’a pas été démontré. La raison est peut  

être,  que  les  MSC  restent  bloquées  puis  sont  éliminées  dans  le  parenchyme  pulmonaire. 

Actuellement,  il  n’est  pas  non plus  démontré  que  le  stroma de  soutien  soit  endommagé  par  le  

conditionnement qui prépare à la greffe de HSC. L’intérêt d’injecter des MSC en grand nombre en 

association avec le greffon de HSC reste donc à démontrer. Si l’utilité est prouvée, l’injection de MSC 

dont la capacité de migration serait selon nos résultats améliorée par l’hypoxie.

En conclusion, l’effet thérapeutique éventuel des MSC cultivées en hypoxie devra être évalué 

au cas par cas au moyen d’études in vitro et de modèles in vivo.
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Notre travail a démontré que des MSC cultivées à long terme en faible pression en oxygène:

• présentent des caractères phénotypiques très proches à des MSC cultivées en air ambiant. 

Nous avons en effet vérifié que les MSC maintiennent l’expression de marqueurs de surface 

tout au long de la culture. Un ensemble de marqueurs sert à identifier les MSC de la moelle 

osseuse (Tableau 1), étant donné qu’il n’existe pas une seule protéine de surface exclusive 

pour reconnaître ces cellules.  Plusieurs de ces marqueurs sont présents dans les  MSC en 

culture comme dans les cellules natives, en appuyant l’idée que les MSC gardent, au moins 

pour la plupart, leurs caractéristiques in vivo pendant la culture. 

•  leur capacité d’expansion en hypoxie est supérieure à celle obtenue en normoxie. La richesse 

du potentiel clinique des MSC doit être accompagnée d'un travail de recherche fondamental 

ainsi que clinique pour mieux caractériser ces cellules. L'ensemble des données exposées ci-

dessus montre l'intérêt d'amplifier les MSC en grand nombre étant donné que le nombre des 

cellules  présentes  initialement  dans  les  prélèvements  ne  permet  pas  d'envisager  une 

utilisation clinique directe. Il faut alors passer par une étape d'expansion ex vivo. À cet effet, 

les  conditions  de  culture  des  cellules  doivent  être  définies.  Plusieurs  paramètres  sont 

importants : la densité d'ensemencement, le nombre de passages, le milieu de culture et les 

facteurs  de  croissance  ainsi  que  la  condition  de  pression  en  O2 dans  laquelle  elles  sont 

cultivées. Les conditions de culture peuvent avoir un impact significatif sur le comportement 

ultérieur des cellules. Par exemple, dans des études préliminaires avec des MSC pour une 

future application en thérapie cellulaire, il a été montré que la culture jusqu'à confluence 

avant d'être perfusées peut affecter leur potentiel de migration [De Becker, 2007].

• les  MSC  « hypoxiques »  expriment  davantage  de  transcrits  impliquant  des  molécules 

d’assemblage et d’adhérence à la matrice extracellulaire et en même temps plusieurs gènes de 

différenciation dans des lignages non mésodermiques. Au total ce travail démontre que les  

MSC « hypoxiques » ont un potentiel multipotent supérieur aux MSC « normoxiques ». En 

particulier les MSC hypoxiques ont exprimé des gènes de différenciation vers les lignages  

ostéocytaires  et  adipocytaires.  De même,  ces  MSC cultivées  avec  du  milieu  induisant  la 

différenciation pendant trois semaines ont montré que le pourcentage de différenciation était  

supérieur pour les cellules cultivées en hypoxie que pour les cellules cultivées en normoxie.

•  seraient proches des conditions physiologiques qui prévalent au sein de la niche osseuse, 

comme est suggère mais pas démontre par ce travail. Les MSC dans leur niche sont censés  

être au repos et multipotentes, ces propriétés sont apparemment dissociées dans notre modèle 
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in vitro. Jusqu'à ce que nous comprenions la signature in vivo des MSC, nous ne pouvons pas 

conclure et prétendre que la culture  in vitro en hypoxie imite la niche. Comme les MSC-

nestin positives et les HSC forment une niche unique dans la moelle osseuse [Méndez-Ferrer, 

2010], l'hypoxie est sans aucun doute un milieu physiologique pour les MSC. À cet égard, il  

convient de mentionner que la nestin a été induite par l'hypoxie dans nos expériences (dans 

Additional file, [Basciano, 2011]).

L'ensemble  de  nos  données  montre  que  la  culture  en  hypoxie  favorise  un  « programme 

d’indifférenciation » dans les MSC, mais il reste à évaluer l'impact de l'hypoxie sur certaines 

fonctions souhaitées de ces cellules dans le cas d'applications médicales.

Il existe un intérêt croissant à utiliser des cellules spécifiques des tissus provenant de MSC en 

médecine régénératrice et en traitement des maladies inflammatoires et autoimmunes. La culture des 

MSC en hypoxie pendant un minimum de six semaines peut être bénéfique, dans la mesure où elle  

favorise le nombre de cellules parallèlement à leur capacité de différenciation. En ce qui concerne la 

différenciation, l’hypoxie pourrait servir comme stratégie pour engager les MSC vers les lignages  

neural, myocytaire ou épithelial in vitro.
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PERSPECTIVES

Notre travail devra être validé sous plusieurs aspects : 

1) A court terme, il serait bien entendu souhaitable de valider notre travail au niveau des 

protéines exprimées. À cet effet, il faudra faire des extractions des protéines en condition 

de normoxie comme d'hypoxie pour pouvoir les analyser en Western Blot. Il est à signaler 

que les gènes induits par l’hypoxie concernent plus des gènes de développement neuronal 

et myocytaire. Or notre modèle a porté sur la différenciation des MSC en adipocytes et 

ostéocytes.  Par  conséquent  il  sera  intéressant  de  travailler  sur  des  systèmes  de 

différenciation des MSC en cellules nerveuses pour valider directement l’effet de l’hypoxie 

et vérifier si elle est efficace pour générer des neurones in vitro. L’implantation de MSC 

chez l’animal et le devenir de ces cellules cultivées en pO2 atmosphérique ou bien à 5% pO2 

devraient être analysés. 

2) Le caryotype et les télomères des MSC cultivées devraient être étudiés vu l’implication 

majeure de ces paramètres sur la senescence d’une part et le potentiel de transformation 

d’autre part.

3) L’effet immunomodulateur des MSC cultivées devra être étudié. En effet, en dehors même 

de  son  action  thérapeutique  potentielle,  l’action  immunosupressive  des  MSC pourrait 

favoriser l’émergence de cancers. L’effet des MSC sur les fonctions immunologiques en 

particulier des lymphocytes T et NK est faisable in vitro dans des délais raisonnables.

4) Enfin sur le plan fondamental, la comparaison de MSC cultivées en hypoxie avec les MSC 

triées à partir  de MO, ou microdisséquées  in situ,  pourrait permettre de répondre à la 

question de l’identité entre ces cellules, et donc de la relevance physiologique de la culture 

des  MSC en basse  pO2.  À cette  fin,  nous  pourrions  soit  analyser  un petit  nombre de 

transcrits par RT-PCR/PCR multiplex ou bien amplifier les transcrits au préalable avant 

une hybridation sur « biopuces ». Une cartographie moléculaire des MSC reste en effet 

nécessaire pour positionner ces cellules dans l’ontogénie par rapport aux autres lignages.
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Abstract

Background: In the bone marrow, hematopietic and mesenchymal stem cells form a unique niche in which the
oxygen tension is low. Hypoxia may have a role in maintaining stem cell fate, self renewal and multipotency.
However, whereas most studies addressed the effect of transient in vitro exposure of MSC to hypoxia, permanent
culture under hypoxia should reflect the better physiological conditions.

Results: Morphologic studies, differentiation and transcriptional profiling experiments were performed on MSC
cultured in normoxia (21% O2) versus hypoxia (5% O2) for up to passage 2. Cells at passage 0 and at passage 2
were compared, and those at passage 0 in hypoxia generated fewer and smaller colonies than in normoxia. In
parallel, MSC displayed (>4 fold) inhibition of genes involved in DNA metabolism, cell cycle progression and
chromosome cohesion whereas transcripts involved in adhesion and metabolism (CD93, ESAM, VWF, PLVAP,
ANGPT2, LEP, TCF1) were stimulated. Compared to normoxic cells, hypoxic cells were morphologically
undifferentiated and contained less mitochondrias. After this lag phase, cells at passage 2 in hypoxia outgrew the
cells cultured in normoxia and displayed an enhanced expression of genes (4-60 fold) involved in extracellular
matrix assembly (SMOC2), neural and muscle development (NOG, GPR56, SNTG2, LAMA) and epithelial
development (DMKN). This group described herein for the first time was assigned by the Gene Ontology program
to “plasticity”.

Conclusion: The duration of hypoxemia is a critical parameter in the differentiation capacity of MSC. Even in
growth promoting conditions, hypoxia enhanced a genetic program that maintained the cells undifferentiated and
multipotent. This condition may better reflect the in vivo gene signature of MSC, with potential implications in
regenerative medicine.

Background
Adult bone marrow is a widely used source of mesench-
ymal stem cells (MSC) that can be isolated and
expanded in culture while keeping the ability to form
adipocytes, chondrocytes and osteoblasts [1,2] and possi-
bly other cell types including cardiomyocytes [3]. Within
the bone marrow, MSC may interact with hemopoietic
stem cells (HSC), which reside in a specific microenvir-
onment formed by various stromal precursor cells and
osteoblasts, called the niche [4-6]. Whether MSC reside

in the same niche amidst HSC or whether they dwell in
a specific niche is presently unknown. Different types of
niches for hemopoietic progenitors may exist depending
on their more or less primitive state [7] located near
bone surfaces away from blood vessels and therefore
submitted to a low O2 tension. It is thus inferred that
stem cells are equipped to survive in a hypoxic environ-
ment and that this condition plays a role in the mainte-
nance of multipotency [8] and extension of survival [9].
This may hold true for murine and human MSC as
their proliferation, differentiation and survival [10-12]
are affected by culture in low O2 tension. However the
degree and duration of hypoxia described in the litera-
ture vary greatly and may result in opposite effects on
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the proliferation and differentiation capacities of MSC
[13-15]. So far one study described the long term (one
month) effect of human MSC culture under low O2 ten-
sion (2% O2) and showed improved survival and
increase in adipocytic and osteogenic differentiation
capacity [16]. In the present study we cultured human
MSC in normoxia (21% O2) versus hypoxia (5% O2) for
up to passage 3 (P3) and compared their morphology
differentiation potential and mRNA expression at early
and late passages. We observed that cells cultured under
low O2 tension were more undifferentiated than cells
cultured in normoxia. Further, hypoxia inhibited the
expression of genes involved in DNA replication and
cell division at P0. At P2, however, Gene Ontology
(GO) analysis revealed that only one significant func-
tional group of genes was stimulated and related to
“plasticity”. We conclude that culture in hypoxia main-
tains MSC in a multipotent, undifferentiated state.

Results
The effect of hypoxia on MSC expansion and phenotype
Bone marrow mononuclear cells (MNC) were cultured
and passaged until P3. As shown in Figure 1, both the
CFU-F numbers and the mean colony size were signifi-
cantly smaller at P0 in 5% O2 (hypoxia) versus 21% O2

(normoxia). This diminution was however less signifi-
cant at P1 (0.05<p < 0.1), and at P2 the numbers of
CFU-F were enhanced by hypoxia. In other experiments,
cells were trypsined and counted, total cell numbers
were diminished in hypoxia versus normoxia at P0

whereas they were enhanced at P1; the overall cell dou-
bling/day was diminished by hypoxia until P1 and aug-
mented afterwards (data not shown).
In parallel, immunostaining and flow cytometry were

performed at various time points. MSC were negative for
CD45 and CD34 and positive albeit variably for several
other markers (Figure 2). In brief, cultured cells displayed
a typical MSC profile with stable phenotype overtime
and no significant phenotypic differences between
hypoxic and normoxic conditions in agreement with
others [17]. Only STRO-1 was transiently expressed on
50% of the cells at P0 under hypoxia and diminished
thereafter as expected from previous observations [18].
In brief, after a lag phase during which the hypoxic cells
grew slower than normoxic cells, the former expanded
faster in late passages. In contrast, with the exception of
STRO-1 which is dicussed in the relevant section, the
phenotype of MSC was not modified during culture
expansion irrespective of the oxygen tension. We next
looked for qualitative effects of hypoxia and investigated
the morphology of MSC by light and electron microscopy
and evaluated the numbers of mitochondria in hypoxic
versus normoxic cells.

Culture of MSC in hypoxia inhibited cell differentiation
and mitochondrial biogenesis
The number of mitochondria was evaluated by flow
cytometry, by Mitotracker staining and by transmission
electron microscopy TEM at P2, under hypoxia and
normoxia in 3 independent experiments. Cells were

Figure 1 The effect of oxygen tension on CFU-F size and numbers. Cells were plated at 1000 (plain histograms) and 10000 MNC/60 cm2

(dotted histograms) from total BM for P0. For the next passages, 100 (plain histograms) and 1000 cells/cm2 (dotted histograms) were seeded.
Cells were incubated under hypoxic (5% O2, black histograms) or normoxic conditions (21% O2, white histograms) respectively and colonies
were counted and their size evaluated (A & B). Mean +/- of 3 to 5 independent experiments. Numbers above the histograms (A & B) represent
the significance calculated using bilateral paired Student’s t test. A representative aspect of colonies at various passages is shown (C).
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analyzed by flow cytometry. The mean fluorescence
intensity of hypoxic cells compared to normoxic cells
was 47.7 versus 117 on histograms (Figure 3A). Thus
hypoxia did inhibit the biosynthesis of mitochondria.
The same cells were also permeabilized and stained with

Mitotracker and analysed on fluorescence microscopy.
As shown in Figure 3B, normoxic cells looked brighter
than the hypoxic ones. We observed a 50 to 75% inhibi-
tion of mitochondrial biogenesis by counting the mito-
chondria on TEM sections. Strikingly, hypoxic cells

Figure 2 Stability of MSC phenotype in culture. Flow cytometry analysis of surface markers at P0 and P2 in hypoxia and normoxia.
Histograms show the intensity of several markers within the CD34-CD45- (dot plot), MSC-enriched population from the bone marrow.
A representative experiment out of 3 from distinct donors is shown.
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looked less differentiated than normoxic ones. They dis-
played larger and less convoluted nuclei and more abun-
dant nucleoli, and a higher nuclei/cytoplasm index,
although the size of cells was very similar under both
conditions (Figure 3C).

Long term hypoxia stimulated the differentiation of MSC
in adipocytes and osteocytes
MSC were grown from the start in normoxia versus
hypoxia until P2, then washed and cultured in osteo-
genic or adipogenic lineage-specific media. The cells
were kept in normoxia and hypoxia during the differen-
tiation process. Differentiated cells were characterized
by conventional histology staining (Figure 4A) and by

RT-PCR for the amplification of lineage-specific tran-
scripts for adipocytes (LPL, PPARg) and osteocytes
(ALPL, Runx2), respectively. The later transcripts were
investigated in MSC at P2 before they were cultured in
differentiating conditions. As shown from 2 independent
experiments in Figure 4B, the expression of ALPL was
stronger in hypoxic MSC than in normoxic cells.
Further, while Runx2 transcription was undetectable in
normoxic MSC, it was induced in hypoxic cells. This
suggested that hypoxic cells were more prone to osteo-
genic differentiation than normoxic cells. We indeed
observed that hypoxic MSC generated more (50% to
100% increase) osteogenic and adipogenic colonies, than
normoxic MSC (Figure 4C).

Figure 3 Morphological aspect of MSC. The amount of mitochondria was evaluated by flow cytometry (A) and optical microscopy (B) on MSC
stained with Mitotracker Orange. TEM was performed on MSC at P2 culture in normoxic or hypoxic conditions (C). (N = 3).
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Figure 4 Culture in hypoxia enhanced the potential of MSC to differentiate in adipocytes (A) and osteocytes (O). MSC were cultured in
hypoxia or normoxia until P2, and shifted to adipocyte- or osteocyte-specific differentiation conditions respectively for 2-4 more weeks. The
aspect of differentiated colonies under hypoxia is shown (A). In 2 independent experiments (B), MSC were harvested at P2, RNA from normoxic
(N) or hypoxic (H) cells was extracted, reverse-transcribed and amplified by PCR with primers specific for control GAPDH and the indicated
genes, representative of adipocytic (LPL, PPARg) and osteocytic (ALPL, Runx2) lineages. The same cells were grown in osteocytic and adipocytic-
specific medias and colonies were counted and compared to the numbers of CFU-F generated in MSC-specific medium (C).
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MSC from 3 distinct donors were cultured in nor-
moxic and in hypoxic conditions. The cells from each
donor/condition were harvested at P0 and P2. RNAs
were extracted thereafter, processed and hybridization
with microarrays was performed in 6 independent
experiments. Comparative analysis of transcriptome
from MSC cultured at P0 in hypoxia versus normoxia
revealed 386 dysregulated genes (1% out of 41,000
genes), of which 174 were up regulated (45%) and 212
were down regulated (55%). GO analysis performed on
the 386 dysregulated genes revealed an over-representa-
tion of genes (122 genes, p < 0.1) involved in DNA
metabolism (cell cycle, replication, M-phase, spindle
organization and biogenesis) and/or coding for nuclear
proteins (chromosome, spindle, nucleus). Among these
122 genes, 118 (98%) had a 2-6 fold decreased expres-
sion with the range [2-5.94] corresponding to NAV2
and RRM2 genes respectively. Figure 5 and Table 1
summarize the analysis and showed the ten first down
regulated genes after short culture in hypoxia. Contrary
to down regulated genes, we showed no significant GO
over-representation for up regulated genes. Nevertheless,
we could observe a strong trend of over representation
for genes coding for membrane receptors (CD93, ZP1,
ESAM, protocadherin 17) and paracrine factors (Leptin,
angiopoietin 2, VWF) with a range of over expression
[2-6.96] corresponding to ALDOC and TCF1 genes

respectively. Table 1 depicts the ten up regulated genes
at P0 in hypoxia.
Comparative analysis of transcriptome from MSC cul-

tured at P2 in hypoxia versus normoxia revealed 519
dysregulated genes, of which 264 were up regulated
(50.9%) and 255 were down regulated (49.1%). Gene
ontology analysis performed on the 519 deregulated
genes revealed an over-representation of genes involved
in cell plasticity (48 genes, p < 0.1) and adhesion (37
genes, p < 0.1). When we increased the stringency of
analysis by selecting genes that were 4-fold differentially
expressed on 4 arrays, we eliminated genes for cell
adhesion GO term but not for plasticity. All these 48
genes characterizing plasticity GO term were up regu-
lated with a range between 4.2 and 58.3. Table 2 shows
the ten first up regulated genes after long term culture
(P2) in hypoxia. Several transcripts were validated by
quantitative, real time PCR (qPCR) (Figure 5B). The
results matched that of the gene arrays with enhanced
expression of HOXA11, KIT, WNT4, OXCT2 and
inhibited expression of CCL2, CX3CL1 under hypoxia.

Discussion
Hematopoietic and Stromal Stem Cells adapt themselves
to hypoxia in culture which probably reflects their native
hypoxic microenvironment [1-3]. Accordingly, several
teams cultured HSC and MSC in hypoxic conditions in

Figure 5 Genetic reprogramming of MSC under hypoxia. MSC from 3 donors were cultured until P0 and P2. RNA was extracted from each
culture, processed and hybridized on Agilent DNA microarrays. Diagram A shows the GO analysis of differentially expressed transcripts at P0. Six
transcripts were chosen and amplified by qPCR in order to validate gene array results obtained after long term hypoxia using the same extracts.
Mean +/- SD from 3 experiments.
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order to study their differentiation capacity [8-16,19].
Another goal of these experiments is the hope of
expanding these cells while maintaining their “stemness”
properties. Although data from various laboratories are
difficult to compare due to wide variations in oxygen
tension, ranging from 0.1 to 5%, and the duration of
culture, ranging from a few hours to 2 months, a few

studies evidenced an early growth inhibition under
hypoxia [16]. Hypoxia induces cell cycle arrest in mam-
malian cells, however stem cells are more resistant to
hypoxia than their progenies again reflecting their nat-
ural environment and their intrinsic quiescent state. We
performed MSC cultures in 5% O2 which may be phy-
siological for bone marrow stem cells [20]. As MSC and
HSC form a single bone marrow niche [21], 5% O2 ten-
sion is likely to be physiological for MSC as well. We
observed that MSC grew slower under 5% O2 than
under 21% O2 until P1, and gained a progressive growth
advantage in the next passages, which matched pre-
viously published results [16]. Meanwhile, hypoxic MSC
expressed more adhesion and extracellular matrix mole-
cules in early and late cultures, contained less mitochon-
dria and displayed undifferentiated morphological
features. In brief, early growth inhibition was somewhat
expected and strikingly, GO analysis assigned down
regulated genes to DNA metabolism and repair (POLQ,
RRM2, XRCC2, FANCD2), cell cycle progression
(E2F8, MKI67) and chromosomal organization (CENP-
B, AURKB, KLF4) in agreement with our data on prolif-
eration and colony size. Such inhibition likely contri-
butes to the maintenance of MSC in a quiescent state,
inasmuch as the inhibition of mitochondria may protect

Table 1 Ten first down and upregulated genes at P0 in hypoxia

Gene Fold expression
H/N

Genbank
Accession

Putative Function

Down Regulated

RRM2 5.94 NM_001034 Ribonucleotide Reductase

XRCC2 5.80 CR749256 X Ray damage DNA Repair

KIF24 5.16 AK001795 Kinesin: chromatid assembly

POLQ 4.99 AF090919 DNA polymerase theta

E2F8 4.95 NM_024680 Cell cycle progression

FANCD2 4.93 NM_001018115 DNA Repair

ESCO2 4.86 NM_001017420 Sister chromatid cohesion

AURKB 4.74 NM_004217 Chromosome segregation

CENPN 4.48 AK023669 Binding to Centromeres

MKI67 4.46 NM_002417 Cell proliferation

Up Regulated

TCF1 6.96 NM_000545 Hepatic Transcription Factor

LEP 6.39 NM_000230 Metabolism, apoptosis, angiogenesis

ANGPT2 5.69 NM_001147 Antagonise vascular remodelling

ZP1 5.47 NM_207341 Sperm binding to zona pellucida

VWF 5.41 NM_000552 Platelet binding to endothelium

GIMAP4 5.37 NM_018326 T-cell development, Tumor suppressor ?

CD93 4.56 NM_012072 Intercellular adhesion, clearance apoptotic cells

PLVAP 4.25 NM_031310 Adhesion of Vascular Endothelial cells ?

ESAM 4.24 NM_138961 Adhesion of Endothelial cells

PCDH17 4.14 NM_001040429 Cell-cell connexions in the brain

Comparative analysis of transcriptome from MSC at P0 in hypoxia versus normoxia. Mean from 3 distinct samples.

Table 2 Ten first deregulated genes at P2 in hypoxia

Gene Fold
expression

H/N

Genbank
Accession

Putative Function

SMOC2 58.32 NM_022138 Promotion of Matrix assembly

PLEKHA6 13.59 NM_014935 Adhesion

DMKN 10.79 NM_033317 Epithelial cell differentiation

KIT 8.62 NM_000222 Stem cell Proliferation

LAMA1 8.49 NM_005559 Development Retina and
Myocytes

SNTG2 7.52 NM_018968 Eye development

GPR56 6.01 NM_201525 Neural development

OXCT2 5.81 NM_022120 Ketone body utilisation

NOG 5.13 NM_005450 Neural tube fusion, joint
formation

HOXA11 4.80 NM_005523 Uterine development

Stimulation of plasticity genes under hypoxia according to GO analysis.
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MSC from apoptosis. How could we reconcile these data
with our observation that hypoxic MSC gained a growth
advantage over normoxic MSC at late passages? The
contradiction may be apparent. One possibility is that
these cells became more sensitive to growth factors pre-
sent in the serum. Whether growth advantage is due to
a stimulation of proliferation pathways or to the expres-
sion of receptors for cytokines and growth factors or
both, is worth investigating. Note in this respect that
CXCR4 was induced by hypoxia.
As MSC in their niche are supposed to be quiescent

and multipotent, these properties are apparently disso-
ciated in our in vitro model, with quiescence being
observed at early passages, whereas multipotency is aug-
mented at late passages. Until we understand the in vivo
signature of MSC, we cannot draw conclusions and pre-
tend that in vitro culture in hypoxia mimics the niche.
Although expected from previous studies and sug-

gested by our morphological observations, maintenance
of stem cell characteristics at early passages under
hypoxia was not inferred from GO analysis. Early
induced genes were not assigned to multipotency but
instead belonged mostly to adhesion molecules such as
Von Willebrand Endothelial Cell Adhesion molecule
and Protocadherin (Table 1). However, several genes
may clearly affect stemness. CD93 regulates the clear-
ance of apoptotic cells, a function critical to develop-
ment, maintenance of homeostasis and tissue repair
[22]. The WNT-related transcription factor TCF1 may
regulate MSC and enhance their osteogenic differentia-
tion [23]. At variance with the above genes, 8 genes
potentially involved in the control of differentiation
towards adipocytes, osteocytes and chondrocytes [1]
were not modified by hypoxia [Additional file 1]. Strong
expression of adhesion molecules may be physiologically
relevant and correlate with broader differentiation
potential of hypoxic MSC. Indeed VWF is a marker of
endothelial commitment [24] and PLVAP, reported here
for the first time in MSC is a leukocyte trafficking mole-
cule [25] which may help transendothelial migration of
MSC from the bone marrow. Stimulation of Leptin is
also meaningful as a recent work demonstrated that it
helps maintain mesenchymal progenitor cells undifferen-
tiated [26]. This result also shows that hypoxia impacts
the metabolism of MSC in agreement with a study on
rat MSC [27]. In this study however, the duration of
hypoxia was 24 hours only. Yet, several genes involved
in adhesion and extracellular matrix were stimulated.
Hypoxia generates “plasticity”. At P2 in hypoxia, only

one group of genes was stimulated and was assigned to
plasticity. SMOC2 is the first induced gene (Table 2)
and plays a role in angiogenesis and extracellular matrix
assembly [28], yet a recent article demonstrated that a
related protein increases life span and fecundity in

Drosophila [29]. Kit gene was induced thus correlating
with proliferation [30]. LAMA1/laminin [31] and
SNTG2/syntrophin gamma-2 [32,33] are both involved
in retinal and eye development whereas GPR56, a
seven-transmembrane domain protein, is involved in
brain cortical patterning [34].
We have observed that hypoxia stimulated several

genes which converge to maintain the cells in an undif-
ferentiated state, and facilitate transendothelial migra-
tion of MSC (Table 1 and 2). In parallel, hypoxia
inhibited the expression of genes involved in cell prolif-
eration (Table 1). This transcription profile probably
reflects the intrinsic genetic program of MSC in vivo as
these cells are quiescent, and endowed with migration
and multilineage differentiation capacities. With respect
to migration, note that CXCR4 was induced by hypoxia
[Additional file 1 and reference 3] with potential impli-
cations in the egress of MSC from the bone marrow.
This is in contrast with the cell surface phenotype of
MSC which was almost unaffected in our experiments
and in others [17]. Note however that STRO-1 was
expressed only transiently in cultured hypoxic but not
in normoxic cells. This is not totally surprising since
STRO-1 expression is gradually lost during culture
expansion [18,35]. Even though STRO-1 is useful to iso-
late MSC from various tissues, it is not positive on all
MSC [36]. Interestingly, STRO-1+ cells displayed
enhanced expansion and multilineage differentiation
potentialities [37,38]. Thus, the expression of STRO-1
on hypoxic MSC may not be fortuitous and reflects
multipotential status.
Our results may have physiological & medical applica-

tions. Oxygen tension is a critical parameter, possibly the
most important one, in the culture of stem cells. As nes-
tin-positive MSC and HSC form a unique bone marrow
niche [21], hypoxia is undoubtedly a physiological milieu
for MSC. In this respect it is worth mentioning that nes-
tin was induced by hypoxia in our experiments [Addi-
tional file 1]. Given the ever growing therapeutic
applications of MSC in regenerative medicine [39] and in
autoimmune diseases [40], the impact of O2 on the func-
tions of MSC should be carefully evaluated. For instance,
intravenous injection of MSC results in their accumula-
tion in the pulmonary parenchyma. Although this was
sufficient to treat experimental septic shock [41], disse-
mination of MSC into other organs may be necessary to
treat systemic diseases; induction of molecules involved
in transendothelial migration as observed in our experi-
ments may be helpful in this setting. Conversely however,
hypoxia may be detrimental to other purposes. MSC
inhibit TH17 cells in a CCL2-dependent manner by pro-
cessing this chemokine to an antagonistic derivative, and
may be helpful in the treatment of Experimental Allergic
Enkephalitis (EAE) [42]. Note in this respect that the
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transcription of CCL2 in MSC was inhibited under
hypoxia in our experiments. Altogether our data demon-
strate that hypoxia favoured the “undifferentiation pro-
gram” of MSC, it remains to evaluate the impact of
hypoxia on each desired function of these cells in the
event of medical applications.
As the Holy Grail is to use tissue-specific cells derived

from MSC in regenerative medicine, culture of MSC in
hypoxia at least until P2 in order to induce the expres-
sion of a broad range of tissue-specific genes, may be
beneficial, inasmuch as it also enhanced the cell numbers
in parallel to their differentiating capacity. In this respect
differentiation experiments should be carried to evaluate
the potential of MSC to generate endothelial cells, myo-
cytes and neurons. Finally, the most relevant result here
is the demonstration of induction of plasticity, a major
property of MSC, at variance with HSC [43].

Conclusions
The duration of hypoxemia is a critical parameter for
the differentiation capacity of MSC. Hypoxia maintains
the cells undifferentiated and in parallel enhances the
expression of genes involved in the development of
various, mesodermal and non mesodermal, cell lineages.
In this respect hypoxia may increase both the multipo-
tency and the transdifferentiation potential of MSC.

Methods
Isolation and culture of human MSC
MSC were obtained from bone marrow samples from 6
adult donors with their informed consent following the
bylaws of the ethical committee of the Nancy University.
MNC were counted and plated at 50 × 103 cells/cm2

and cultured in Minimal Eagle Medium (a-MEM; Cam-
brex) supplemented with 10% fetal bovine serum, gluta-
mine 2 mM and penicilin. They were incubated at 37°C
under an atmosphere of 5% CO2 in either 21% O2

(herein referred to as normoxia) or 5% O2 (hypoxia).
Hypoxia was maintained in a dedicated incubator
(Sanyo) connected to CO2 and N2 injectors, in which
relative N2 was increased to reach the desired O2 con-
centration. Medium was changed twice weekly. MSC
were isolated by adherence to plastic. In primoculture,
cells were harvested after 21 days (passage 0 or P0) and
counted by trypan blue (Sigma-Aldrich). For the next
passages (P1, P2 or P3), cells were subcultured at differ-
ent seeding densities (100 or 1000 cells/cm2) for
14 days, trypsinized and counted.
For colony-forming unit fibroblast (CFU-F) assays,

1000 and 10000 MNC from total BM were seeded in
60 cm2 dishes in duplicate. They were cultured for
14 days in normoxic and hypoxic conditions. After that,
cells were washed 3 times with PBS and stained with

Cristal Violet solution (Sigma-Aldrich). Plates were
scanned and CFU-F of more than 30 cells, were scored.
The size of the colonies was determinates thereafter
using the “Image J” software. CFU-Fs were counted at
P0, P1, P2 and P3.
To determine the population doubling (PD), cells in

P1 and P2 were seeded at 100 or 1000 cells/cm2 in T75
flasks and trypsinized after 14 days. Cells were counted
and population doubling calculated as: PD = log
(Nf/Ni)/log 2, Nf = Final cell number; Ni = Initial cell
number.

Microscopy
For electron microscopy, cells were either trypsinized and
pelleted before processing or processed as cell mono-
layers in 12 well plates. Briefly, cells were fixed for 2 h at
4°C in 2.5% glutaraldehyde containing 0.1 M Na cacody-
late, then rinsed for 3 h in cacodylate buffer and incu-
bated for 30 min at RT in 1% osmium tetroxyde in
cacodylate buffer, rinsed and dehydrated in increasing
concentrations (30, 50, 70, 80, 90%) of ethanol, for 5 min
each, then in 100% ethanol for 3 × 20 min. Finally the
cells were embedded in a 50/50 volume mixture of resin
and propylene oxide. A volume of 30 ml of resin EMS
(Euromedex, France) is made by mixing 18.2 ml of
EMBED (spi-pon 812), 12.4 ml DDSA, 9.4 ml NMA, and
0.7 ml DMP30 for 20 min RT on a stirring magnet. Cell
monolayers on plastic wells were treated twice with 100%
xylene and semi thin (1.5 mm) or ultra thin sections
(70-90 nm) were performed using an ultra microtome
(Reichert-Yung). Sections were observed on a Phillips
CM12 electron microscope and photographed.
For optical microscopy and mitochondrial staining,

cells were incubated with 100 nM Mitotracker orange
CMTMRos (Invitrogen), for 45 min at 37°C, washed in
1× PBS, and photographed on an Olympus DP-70
microscope.

Flow Cytometry
For mitochondrial staining, cells were incubated as
above, enzymatically detached and resuspended in phe-
nol-red free medium before flow cytometry analysis.
For surface antigen expression on culture-expanded

MSC, cells were detached, washed, pelleted and resus-
pended in DMEM medium without phenol red and
incubated for 20 minutes at room temperature with
antibodies in a final volume of 100 μl and eventually
resuspended in 4% paraformaldehyde until analysis on
FC500 Beckman Coulter flow cytometer. We used
monoclonal antibodies listed in Table 3. Antibodies
were conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC),
allophycocyanin (APC) or phycoerythrin (PE). Each sam-
ple was stained with either CD34 or CD45 (negatively)

Basciano et al. BMC Cell Biology 2011, 12:12
http://www.biomedcentral.com/1471-2121/12/12

Page 9 of 12



and with one of the other MAbs from Becton Dickinson
(BD, USA), Beckman Coulter (BC, Canada) or Santa
Cruz (SC, USA).

MSC Differentiation Assays
The potential of MSC to differentiate into the adipo-
genic and osteogenic lineages was verified. MSC were
enzymatically detached from the culture flasks at nearly
confluence and replated in 60 cm2 dishes at different
densities and with specialized culture mediums accord-
ing to the desired differentiation:
Adipogenic differentiation
MSC cells were seeded at 500 cells/cm2 and cultured for
14 days with standard culture medium. After that we
induced differentiation by supplementing standard cul-
ture medium with dexamethasone 1 μM, indomethacin
60 μM and insulin 5 μg/ml for 21 days. Cells were then
washed with PBS, fixed in 10% formaldehyde, washed
with 60% isopropanol and stained with Oil red O Solu-
tion (Sigma-Aldrich) to detect lipid droplets within the
cells.
Osteogenic differentiation
MSC cells were seeded at 100 cells/cm2 and cultured for
14 days with standard culture medium. After that we
induced differentiation by supplementing standard cul-
ture medium with ascorbic acid 60 μM, b-glycerol phos-
phate 10 mM and dexamethasone 0.1 μM for 21 days.
Cells were washed with PBS and fixed in ice-cold 70%
ethanol and stained with Alizarin Red S (pH: 4.1;
Sigma-Aldrich) to detect Ca2+ deposits.

Differentiation was further assessed by PCR amplifica-
tion of lineage-specific transcripts and GAPDH as con-
trol using primers listed in Table 4.

Lineage specific transcript analyses
Microarrays
Total RNA was extracted and purified from MSC trea-
ted in normoxic or hypoxic conditions (P0-P2) accord-
ing to the RNeasy Mini Kit protocol (Qiagen, Valencia,
CA, USA). To perform whole Human Genome Oligo
(60-mer) array gene expression analysis, total RNA was
extracted from MSC treated on normoxic or hypoxic
condition (n = 4) each, including technological and
biological replicates). For each sample, 350 ng of total
RNA was reverse transcribed, linear amplified, and
labelled with Cy3 (one colour protocol) using Agilent’s
Low RNA Input Linear Amplification Kit PLUS,
according to manufacturer’s instructions. After label-
ling, samples were measured on a Nanodrop microar-
ray module for labelling efficiency and quantification.
Samples were then hybridized on Agilent 4 × 44 K
whole human genome GE arrays (Agilent Design
#014850) at 65°C for 17 h. After washing in GE wash-
ing buffers, the slide was scanned with Agilent Micro-
array Scanner G2565CA. Feature extraction software
(Version 9.5.3.1, Agilent technologies Inc., CA, USA)
was used to convert the image into gene expression
data. Genespring GX10 software (Agilent technologies
Inc., CA, USA) was used to compile and analyse data.
First normalized data (background substracted) were
filtered on expression (lower and upper cut-off 20 and
100 respectively for 100% of signal), then on error (CV
< 50% for 100% of signal). Only genes that were 2-fold
differentially expressed on 4 arrays were scored as sig-
nificant and used for analysis. Biological process and
cellular component of genes were classified according
to Gene Ontology (p < 0.1).

Table 3 List of monoclonal antibodies

Antibody Conjugated Isotype Reference

Anti-CD34 FITC IgG1 Mouse IM1870, BC

Anti-CD45 FITC IgG1 Mouse A07782, BC

Anti-CD90 PE IgG1 Mouse IM3600U, BC

Anti-CD105 PE IgG3,k Mouse A07414, BC

Anti-CD271 PE IgG1, k Mouse 557196, BD

Anti-CD106 PE IgG1, k Mouse 555647, BD

Anti- CD166 PE IgG1, k Mouse 559263, BD

Anti-CD73 PE IgG1, k Mouse 550257, BD

Anti-CD29 APC IgG1, k Mouse 559883, BD

Anti-CD44 APC IgG2b, k Mouse 559942, BD

Anti-STRO-1 PE IgM Mouse sc-47733, SC

Isotype control APC IgG2b, k Mouse 555745, BD

Isotype control PE IgG1, k Mouse 555749, BD

Isotype control PE IgM Mouse sc-2870, SC

Isotype control APC IgG1, k Mouse 555751, BD

Isotype control FITC IgG1, Mouse A07795, BC

Isotype control PE IgG1, Mouse A07796, BC

Table 4 List of primers for amplification of lineage-
specifics transcripts (GAPDH is used as control)

Gene Product Primers Product
Size (bp)

GAPDH
(NM_002046.3)

Fw: 5’-AATCCCATCACCATCTTCCAGG-3’
Rv: 5’-
AGAGGCAGGGATGATGTTCTGG-3’

417

ALPL
(NM_000478)

Fw: 5’-CTGGACCTCGTTGACACCTG-3’
Rv: 5’-GCGGTGAACGAGAGAATGTC-3’

546

LPL
(NM_000237.2)

Fw: 5’-AAAGCCCTGCTCGTGCTGAC-3’
Rv: 5’-ACAGGATGTGGCCCGGTTTA-3’

406

PPARG
(NM_005037.5)

Fw: 5’-GGAGAAGCTGTTGGCGGAGA-3’
Rv: 5’-CACAATGCTGGCCTCCTTGA-3’

431

RUNX-2
(NM_001015051.2)

Fw: 5’-AACTTCCTGTGCTCGGTGCTG-3’
Rv: 5’-GGGGAGGATTTGTGAAGACGG-3’

268
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Real time PCR
For quantitative PCR, the cDNA used for DNA chip ana-
lysis were amplified using the primers listed in Table 5.
The reactions were carried out in 25 μL volume con-

taining cDNA and Master mix (Power SYBR Green PCR
Master Mix kit). Thermocycling conditions were 40
cycles of two steps: 15 sec at 95°C plus 1 min at 60°C.
Detection was performed using a Mastercycler® ep real-
plex real-time PCR system (Eppendorf). The relative
RNA level and fold change in hypoxia/normoxia condi-
tion were calculated using the 2-ΔCt using GAPDH as a
calibrator.

Statistics
All statistics were carried using the bilateral Student’s t
test on Excel program, in order to compare the data in
normoxia versus hypoxia.

Additional material

Additional file 1: HN-fold change 4.
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#Condition pairs :
#[2-H] vs [2-N]

-1.5933914 A_23_P110253 8.624546 1.7393937 1.8357139 -1.4281435

1.7328968 A_23_P210001 7.7090383 -1.4708214 -1.4059925 1.5858545

1.3006134 A_24_P186030 109.491486 -5.3639054 -6.119485 1.2291031

-0.6973715 A_23_P107116 5.407332 1.4902306 1.3601036 -1.0977039

1.1071873 A_24_P115762 4.9041934 -1.1158199 -1.2093163 1.0344744

-1.3338847 A_23_P431268 13.5899315 2.364469 2.3531423 -1.549171

-2.106257 A_24_P37409 4.22707 0.07065964 0.09530544 -1.8877072

1.1818295 A_32_P196142 4.542653 -1.0228367 -1.0723 0.9860277

-1.5450072 A_23_P341938 5.1304846 0.9537649 0.72389984 -1.4237247

1.9422121 A_23_P19894 8.772663 -1.0413761 -1.2237692 1.9845352

0.5439205 A_24_P511877 4.152196 -1.0881577 -0.87804604 1.3335681

1.397994 A_23_P21092 4.660797 -0.83892345 -0.6949649 1.5772314

-1.1736622 A_32_P74752 8.989008 1.9036698 1.9112325 -1.1802311

0.6031666 A_23_P37914 4.711648 -1.5672235 -1.8265052 0.54841614

-1.8423815 A_23_P42706 4.7972727 1.246428 0.9155426 -1.0125561

1.3474655 A_23_P132121 4.33512 -0.8838806 -0.963439 1.2025595

-2.0032787 A_32_P134427 7.159993 0.72762156 0.70157814 -2.4885588

-0.8614006 A_23_P137896 5.8069043 1.9389195 1.8675251 -0.6738982

-1.0397363 A_24_P839075 4.7524204 1.082747 0.9771919 -1.5137091

-2.935069 A_23_P72737 8.977221 0.22453785 0.10450935 -3.0130625

0.8816099 A_24_P935454 7.0357323 -1.7557907 -1.7605948 1.300787

2.5700111 A_23_P89431 6.243607 -0.21574593 -0.1454773 2.356473

0.60062075 A_32_P12504 4.164426 -1.5095191 -1.5657191 0.34107828

0.8650112 A_23_P21495 4.851198 -1.2916951 -1.3937426 0.68689775

-1.512742 A_24_P919150 6.2548122 1.2070265 1.2404747 -1.1971102

0.3244915 A_32_P14762 4.5817833 -1.8686457 -1.8871331 0.15486002

-2.0135107 A_23_P128744 7.5058227 0.94717026 0.8538523 -2.12858

2.4130487 A_23_P372834 9.9632635 -0.9618988 -1.0777884 2.1998081

-0.2561965 A_23_P373521 4.011064 1.6314573 1.5621862 -0.35972643

-2.0024595 A_24_P293530 4.648415 0.63030434 0.78429985 -1.3152671

1.8984823 A_23_P122443 4.6285763 -0.3913622 -0.27590275 1.7950287

-0.4087658 A_32_P214011 4.09679 1.2757368 1.3030663 -0.9113159

-1.0901704 A_24_P941359 14.323266 2.7646189 2.873085 -0.8428235

1.8637171 A_32_P125338 4.8593106 -0.40447283 -0.62952423 1.6647139

1.3748674 A_23_P163251 4.3500466 -0.804502 -0.7515812 1.082406

1.5157385 A_23_P118571 4.182053 -0.94122267 -0.44452286 1.3318582

1.5911884 A_23_P72663 5.8968525 -0.70895195 -0.7854438 1.8615885

1.6914878 A_23_P145824 4.9301367 -0.61897135 -0.49423742 1.683939

1.4922404 A_23_P41344 4.206911 -1.3649249 -0.82769823 0.89134645

-1.1679387 A_32_P199263 15.32209 2.9318633 3.083095 -0.9321232

Additional file
# Notes : Fold change >= 4.0

#Entity List : Hypoxie/Normoxie P2 Fold change >= 2.0

#Interpretation : Hypoxie/Normoxie P2

#Experiment : MSC Hypoxie Normoxie

#Fold-Change cut-off : 4.0

#Pairing option : Pairs of conditions

#Minimum number of pairs:1 out of 1 condition pairs.

# Technology : Agilent.SingleColor.14850

# Owner : gxuser

# Created On : Thu Jan 07 12:28:59 CET 2010

US45103022_SLOT01_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_4.txt:gProcessedSignal(normalized)ProbeName Fold change([2-H] vs [2-N])Regulation([2-H] vs [2-N])US45103022_SLOT01_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT01_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_2.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT01_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_3.txt:gProcessedSignal(normalized)
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2.2688189 A_32_P47538 11.399029 -1.2866731 -1.081635 1.9798427

0.6127634 A_24_P302506 5.1129775 -1.8004127 -1.3577371 0.6126337

0.3331046 A_32_P473302 5.402256 -2.0283523 -2.2053952 0.2573862

0.8735094 A_23_P207680 4.6416454 -1.7269144 -1.3226414 0.847682

1.86236 A_23_P148345 7.1333814 -1.2737322 -1.1195798 1.5028496

-1.8606582 A_24_P714618 4.447819 0.5314355 0.7846284 -1.1245847

-1.6019802 A_23_P103601 4.3777537 0.35046005 0.33209896 -1.85674

0.8017664 A_23_P82088 6.788797 -2.238576 -2.2737417 0.45327187

1.7837267 A_23_P201193 4.8893375 -0.53644085 -0.6597376 1.7574091

1.7330494 A_23_P67529 5.590458 -0.9006109 -0.8671169 1.7480211

0.8718786 A_23_P255653 5.157214 -1.8773203 -1.3237453 0.87499094

-2.1474266 A_23_P206280 6.00969 0.4664564 0.33220577 -2.1540804

1.3905525 A_24_P213494 8.526834 -1.9805408 -1.6123786 1.5701294

2.2233143 A_23_P146134 6.322577 -0.69582033 -0.73096275 1.8792152

-2.2381701 A_23_P74299 4.3384175 0.3069334 0.178298 -1.7678018

1.023365 A_23_P401675 7.812886 -1.9704847 -2.1014242 0.8284693

-0.86729527 A_24_P360206 4.17667 0.7957792 0.6353111 -1.5394316

-1.1213737 A_23_P256131 4.005072 0.66464806 0.6424589 -1.178369

-1.434629 A_24_P278375 4.0940843 0.6432228 0.6299839 -1.5478158

1.8375406 A_24_P366526 4.6127176 -0.60163975 -0.51504135 1.5288591

2.4144616 A_32_P160563 8.740147 -0.8788538 -0.9619684 2.0758634

0.5687127 A_23_P102391 5.9130254 -2.0846043 -1.8665357 0.37280083

-1.7027345 A_32_P313405 8.495321 1.5683832 1.3828278 -1.5592628

-2.4511862 A_23_P215009 16.628975 1.7533016 1.8820691 -1.8473005

-2.9270205 A_23_P66481 10.090026 0.46984196 0.44118977 -2.6984267

1.722518 A_23_P145507 8.16462 -1.6817746 -1.8391986 0.9296651

0.6399536 A_23_P127033 7.0768037 -2.2688222 -2.2564125 0.4560566

1.9779143 A_24_P140405 5.632524 -0.2911849 -0.6360359 2.0812163

1.5392785 A_23_P258151 5.5634923 -1.1661754 -0.4260645 1.2572846

-0.44465017 A_24_P353619 4.1919875 1.6771326 1.6721878 -0.30904102

-1.4483142 A_23_P214533 4.091783 0.67221737 1.1843171 -0.5702548

0.28627443 A_24_P136471 5.6208377 -2.580958 -1.8583312 0.25667667

-1.1211181 A_23_P10542 5.014093 1.4040194 1.3793907 -0.7089119

0.8595352 A_23_P37727 6.689578 -1.7667246 -2.036489 0.67397594

2.749936 A_23_P216429 23.284328 -1.5167737 -2.215876 2.621747

1.7072377 A_32_P206541 5.6913276 -1.0122313 -1.1369963 1.5198426

-1.6731071 A_32_P38093 4.0249605 0.3075266 0.30029678 -1.7994862

3.0392818 A_24_P367543 56.273785 -2.6099367 -2.8355088 2.9486809

-1.4580612 A_23_P17130 6.595464 1.048099 0.79265547 -1.7094889

0.39034224 A_23_P47034 5.81717 -2.6155062 -1.6626592 0.39002037

-1.6696649 A_23_P206284 4.0293503 0.23138666 0.0972271 -1.903965

0.78189087 A_23_P137238 60.09466 -4.723543 -5.699339 0.5577383

1.8019238 A_23_P28898 9.976227 -1.6291742 -1.4978456 2.186305

-1.5914364 A_32_P15829 8.341659 1.6251392 1.8918996 -1.2859478

2.095263 A_23_P219161 4.99112 -0.23237944 -0.33638144 2.0010562

-0.53866196 A_24_P915376 9.668616 2.6472363 2.5501075 -0.49139595

1.4074187 A_23_P138495 9.745773 -1.7323146 -1.4930491 1.1304011

0.5275712 A_23_P119006 17.152626 -3.4442596 -3.0303884 0.44831753

-1.8948607 A_23_P123060 4.531433 0.7510228 0.92381907 -1.0090733

-1.8744702 A_24_P137713 4.597641 0.49762726 0.41117668 -2.0020056

-1.1375222 A_24_P251962 4.259238 0.9776373 0.9171915 -1.1778235

0.34247398 A_23_P137248 14.757826 -3.4300585 -3.4556193 0.38501835

2.6130652 A_23_P35444 13.678806 -1.1593451 -0.9885311 2.4173522

-0.8729801 A_23_P56433 5.693272 1.3326654 1.2443738 -1.5479703
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0.16371346 A_24_P343621 4.8976483 -2.0854645 -1.5396485 0.418046

1.9845495 A_32_P7516 9.150731 -1.2380047 -1.0645409 2.1323404

-0.95542145 A_23_P320261 10.785976 2.6402931 2.540554 -1.0324907

1.671257 A_23_P168610 12.472382 -1.9971299 -1.9383001 1.5999942

1.6004648 A_24_P913056 5.4778795 -0.47066736 -0.3825631 2.006834

2.0400934 A_23_P399292 9.840166 -1.1847925 -1.2177486 2.1462927

-1.1096764 A_23_P213375 4.683253 1.0567884 1.0061188 -1.3029332

0.61200047 A_23_P251232 7.5582247 -2.2888727 -2.188178 0.4968338

-1.4837232 A_24_P183128 4.174626 0.7594757 0.6419754 -0.9244847

1.2206278 A_23_P67151 4.9478173 -0.75237226 -0.98448896 1.408814

1.3752155 A_23_P218358 4.409682 -1.1954308 -0.5822606 1.3524985

1.2875443 A_24_P213503 10.653696 -2.7855735 -1.8565497 1.5626068

1.3713207 A_23_P81676 17.40935 -2.4335465 -2.8851833 1.5596752

0.9974623 A_32_P98227 4.1377807 -1.1140366 -1.2574234 0.69558334

0.90394783 A_23_P393620 4.832887 -1.3670807 -1.2014322 1.0739326

-1.3585725 A_23_P115805 4.0742407 0.6228485 0.7732396 -1.0608892

0.67299175 A_23_P317413 4.0812078 -1.4700503 -1.3851047 0.45428133

1.5688963 A_24_P709377 7.5016303 -1.1983776 -1.191762 1.7478609

0.7868509 A_32_P310335 4.549914 -1.397243 -1.4848785 0.6530161

-1.5960054 A_32_P35947 6.513102 1.4394808 1.4841924 -1.4288497

0.98571444 A_23_P144778 7.767911 -2.284987 -2.125691 0.8407755

-2.0411758 A_24_P919850 8.234561 1.0545244 1.0137129 -2.000599

1.8231277 A_24_P95070 7.7670794 -1.1450691 -1.22721 1.7215424

0.09556198 A_23_P331049 6.578847 -2.5894337 -2.6345425 0.071783066

0.53060675 A_24_P106363 8.446218 -2.404121 -2.4461255 0.90623045

-1.803895 A_23_P10647 43.943466 3.7324386 3.8003383 -1.6755514

1.8191719 A_24_P182461 10.121841 -1.3923659 -1.4060388 1.9575233

1.8392763 A_23_P19987 7.4360957 -1.2569804 -1.0404887 1.7517443

0.76917934 A_23_P80940 6.468674 -2.0724912 -2.0503201 0.716856

1.0236931 A_23_P7727 5.854298 -1.5856695 -1.6264219 0.8966284

1.5541348 A_24_P563736 4.1254687 -0.456697 -0.50128126 1.3349466

-4.585545 A_23_P65388 31.52818 0.52882576 0.5349331 -4.68382

-1.5769668 A_23_P130961 4.443834 0.4505396 0.47727633 -1.3986616

4.529376 A_23_P75283 30.717075 -0.45538425 -0.46500206 4.5125217

-2.0807033 A_23_P2414 6.0336757 0.8972473 0.9883499 -1.0880051

-2.4007792 A_24_P925342 6.0034947 0.4444995 0.38012505 -2.0274577

-1.472425 A_23_P135742 4.395838 0.4445858 0.6962004 -1.2939081

1.1799746 A_23_P207911 7.5008073 -1.8630657 -1.795578 0.9251251

-4.9904137 A_23_P70307 58.317238 0.6833868 0.7376833 -5.2369266

1.5290833 A_23_P119943 7.217427 -1.4328747 -1.4103537 1.3001671

0.22424603 A_23_P214459 5.5383105 -2.1479907 -2.0064592 0.32670116

-2.4030151 A_23_P251132 7.51542 1.0275254 0.9486785 -1.873754

-0.7298217 A_23_P97046 4.4548407 1.2168665 1.3854995 -0.9251418

2.273428 A_32_P208076 6.618513 -0.25757647 -0.32870626 2.510809

1.8478985 A_24_P85099 5.007879 -0.58156157 -0.51372766 1.6826754

1.4309964 A_23_P91552 6.2092056 -0.7875924 -1.483779 1.293272

1.6971064 A_24_P684186 6.7498856 -1.3747687 -1.1824622 1.5476475

1.6953583 A_23_P114008 5.8685584 -1.027235 -1.0755243 1.3985996
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-1.5933914 0.16961479 -0.0037870407 -0.12166786 0.23053885 0.0 -0.039279938

1.7328968 0.3519411 0.2475195 0.24116707 -0.18473434 0.0 -0.09579754

1.3006134 0.0032396317 0.0 -0.1584959 0.08884144 -0.06559849 0.0033540726

-0.6973715 0.0 -0.02392292 -0.17069435 0.09475517 0.059586525 -0.098270416

1.1071873 -0.007016182 0.0 -0.010210037 0.52678585 0.42153645 0.5310106

-1.3338847 0.0 0.14436054 0.12586927 -1.5299301 -1.3988547 -1.3567863

-2.106257 -0.15918255 0.044917107 -0.124946594 -0.073186874 0.07718468 0.0

1.1818295 0.020460129 -0.21712875 -0.16018295 0.12647915 0.0 0.036107063

-1.5450072 0.05401802 0.17722702 0.0 -0.12337685 -0.16095448 -0.19819641

1.9422121 0.0 -0.13057804 -0.08652973 0.58658886 0.46608353 0.43211174

0.5439205 0.13437271 0.06484699 0.75734377 0.0 -0.22141314 -0.19007254

1.397994 -0.4333868 -0.2571268 0.017861366 0.0 0.7620592 0.74672604

-1.1736622 0.17565489 0.27687836 0.0 -0.4476862 -0.3233323 -0.5670419

0.6031666 0.10834837 -0.18821907 -0.32379055 0.0 0.5730667 0.069685936

-1.8423815 0.0028328896 0.0 -0.09832096 -0.4867115 0.021754265 -0.19448233

1.3474655 0.9020996 0.73525333 0.612483 -0.07666588 0.0 -0.050020218

-2.0032787 0.11070633 -0.22931099 0.10477877 -0.0042071342 -0.13885546 0.0

-0.8614006 0.18281126 0.0 0.06857872 -0.07335377 -0.052983284 -0.2895484

-1.0397363 -0.32922602 0.0 0.35286236 -0.18967867 0.21343088 -0.08797407

-2.935069 0.28672218 0.015034676 0.0 -0.47696018 -0.60992146 -0.5949564

0.8816099 -0.2519455 0.0 0.4061098 -0.0017418861 0.014203072 0.09978342

2.5700111 0.025717735 0.0 -0.10426903 0.17414188 -0.04095745 0.056981087

0.60062075 0.73258877 0.67436504 0.6227665 0.0 -0.48693705 -0.4660678

0.8650112 0.0 0.06533098 0.0115327835 0.03841114 -0.14871454 -0.21344328

-1.512742 -0.6149769 -0.4637556 -0.45294094 0.0 0.5338373 0.33389854

0.3244915 0.45026016 0.4153967 0.39292717 -0.09660578 -0.12202549 0.0

-2.0135107 0.16731071 0.1128521 0.0 -0.30383778 -0.28020287 -0.35813522

2.4130487 -0.05876541 -0.19154358 0.0 0.5767927 0.5334444 0.5528984

-0.2561965 0.22882366 -0.020511627 0.3425579 -0.057561874 0.0 -0.05794859

-2.0024595 0.06249714 0.050047398 0.0 -0.36828423 -0.57045317 -0.40095186

1.8984823 -0.023281097 0.0 -0.27250576 0.016215324 0.16858292 0.20662498

-0.4087658 -0.13593006 -0.061710358 0.0 0.26279068 -0.22403145 0.17698097

-1.0901704 0.0 0.10710192 0.17239523 -0.54592943 -0.83262396 -0.55018854

1.8637171 0.416924 0.42908192 0.27335262 -0.40859842 -0.0038166046 0.0

1.3748674 0.0 -0.2571802 -0.39856815 0.18339252 0.3498497 0.30774546

1.5157385 -0.251791 0.4079528 -0.35785246 0.2648921 0.0 0.2584281

1.5911884 0.0 0.085828304 -0.15828848 0.008379936 0.07653189 -0.15345907

1.6914878 0.71192694 0.41501474 0.29729128 -1.9465184 -0.4156928 0.0

1.4922404 0.0 -0.6793003 -0.14388514 0.7789602 0.4954915 0.36766434

-1.1679387 -0.57705927 -0.5078206 -0.27724648 0.0 0.025842667 0.18575382

US45103022_SLOT01_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_4.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT02_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT02_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_2.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT02_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_3.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT02_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_4.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT03_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT03_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_2.txt:gProcessedSignal(normalized)



2.2688189 0.72939587 0.7085967 0.65309715 0.0 -0.010547638 -0.4645834

0.6127634 -0.054821968 0.0 -0.11537838 0.17380428 0.072583675 0.1389389

0.3331046 0.34886217 -1.1465287 0.23908615 0.043263912 0.0 -0.9915619

0.8735094 0.103162766 0.12102699 0.18393803 -6.313324E-4 -0.0469265 0.0

1.86236 0.14653301 0.0065259933 -0.25958538 0.31651926 -0.1282978 0.0

-1.8606582 0.05715847 0.0 0.23240376 -0.47130108 -0.014708519 -0.03690386

-1.6019802 0.024401665 0.06158161 -0.09791088 0.0 -0.01569271 -0.20602417

0.8017664 0.50939274 0.51532936 0.4566021 0.0 -0.08992481 -0.050174713

1.7837267 0.017201424 -0.14249516 -0.089818 0.0 0.17567635 0.17372322

1.7330494 0.0 -0.13302517 -0.05540657 0.22753239 0.03657627 0.08180523

0.8718786 0.22954607 -0.0040254593 0.4373951 -0.09522295 0.0 0.32167292

-2.1474266 0.05768013 0.05563259 -0.0442276 -0.07149601 -0.058009148 0.0

1.3905525 0.12733555 0.11348152 0.30807114 -0.33704853 -0.3448038 0.0

2.2233143 -0.021543026 -0.18981886 0.0 0.40257692 0.20650434 0.27672672

-2.2381701 -0.1926403 -0.43532228 -0.36420918 0.0 0.38969135 0.44382334

1.023365 0.054329872 0.17164993 -0.00669384 0.015287399 -0.12904167 0.0

-0.86729527 0.18765306 0.22175455 0.0 -0.70683956 -0.47206354 -0.4988804

-1.1213737 0.24011135 0.2160883 0.0 -0.8184805 -0.8712511 -0.90867805

-1.434629 0.111225605 0.10504007 0.0 -0.9357238 -1.2283702 -1.3034563

1.8375406 0.103616714 0.10476017 -0.016803741 0.039427757 -0.08253002 0.0

2.4144616 -0.023921967 0.0 -0.056325436 0.2946329 0.07197428 0.12549257

0.5687127 0.13324928 0.21559525 0.08272076 0.0 -0.069452286 -0.015539169

-1.7027345 -0.36486387 -0.34167767 -0.5914707 0.2382474 0.0 0.1320467

-2.4511862 0.0 0.09454155 0.49517775 -1.3082285 -0.20141888 -0.9206133

-2.9270205 -0.0802536 -0.36540318 -0.027662277 0.24211788 0.0 0.11895561

1.722518 -0.14812803 0.0 -0.77094364 0.5857487 1.1479359 1.9634666

0.6399536 0.0 -0.04143715 -0.16533756 0.440032 0.34990025 0.3743906

1.9779143 0.0 0.27702427 0.1345973 0.028137207 -0.28648615 -0.13596392

1.5392785 0.7366862 0.62288475 0.4457612 0.0 -0.31917715 -0.5374346

-0.44465017 0.0 0.23052979 0.030542374 -0.2925949 -0.08993149 -0.37294483

-1.4483142 0.0 0.19702053 0.076850414 -0.3141055 -0.118049145 -0.047180653

0.28627443 0.60043526 0.34931087 0.4374361 -0.32323408 -0.06724644 0.0

-1.1211181 0.0 0.22407818 0.17302322 -0.1129837 -0.01682663 -0.0936203

0.8595352 0.3998232 0.34841824 0.34714794 -0.008526802 -0.028422356 0.0

2.749936 0.44777584 0.459754 0.11944008 -0.069039345 0.0 -0.029973984

1.7072377 0.106928825 0.18252039 0.0 0.03518009 -0.18425941 -0.25089693

-1.6731071 -0.16905785 -0.393178 -0.36688328 0.20439816 0.072977066 0.0

3.0392818 0.99339485 1.0268717 0.7727084 -0.00613451 0.0 -0.08167601

-1.4580612 0.4678502 0.39349413 0.0 -0.421916 -0.32099056 -0.21645164

0.39034224 -0.34910297 0.031423092 0.1087141 -0.28679228 0.062427044 0.0

-1.6696649 0.04642582 0.023079395 0.0 -0.0978241 -0.28272724 -0.2940669

0.78189087 0.0726881 0.072672844 -0.15780163 -0.054566383 0.055814743 0.0

1.8019238 -0.121611595 0.0 -0.011108398 0.9203491 0.89600945 0.94560623

-1.5914364 0.10888767 0.0 0.32204342 -0.726141 -0.13898993 -0.24313784

2.095263 0.22341537 0.1890502 0.060120583 -0.008188248 -0.040542126 0.0

-0.53866196 0.50388384 0.0 0.4461074 -0.62767124 -0.71139 -0.46347237

1.4074187 0.2969408 0.20790148 0.0 -0.021298409 -0.17116642 0.035579205

0.5275712 0.0898633 0.20341682 0.042596817 -0.08228016 -0.08159447 0.0

-1.8948607 -0.047736168 0.0 0.2629528 -0.18531942 -0.014796734 0.17746592

-1.8744702 0.2786126 0.2808938 0.0 -0.19586515 -0.36005497 -0.19233418

-1.1375222 0.052435875 0.013324738 0.0 -0.3410988 -0.20932388 -0.31099892

0.34247398 0.0 -0.05619812 -0.12059116 0.10820484 0.064315796 0.038059235

2.6130652 0.0 -0.029466152 -0.35029364 1.7337546 1.6823392 1.5821586

-0.8729801 0.16825247 -0.30786943 -0.31987476 0.15150833 -0.05000305 0.0



0.16371346 0.0 -0.032156467 -0.19752169 0.3510852 0.09441328 0.15396547

1.9845495 -0.2284069 -0.05050087 0.0 0.4196968 0.5376644 0.5508766

-0.95542145 0.19479847 0.082855225 0.0 -0.2723837 -0.25689697 -0.26590824

1.671257 0.038091183 -0.12343502 0.0 0.0046391487 -0.040523052 0.16386986

1.6004648 0.09546757 0.21765757 0.3499503 -0.1001482 -0.5423417 0.0

2.0400934 -0.19033718 0.0 -0.00548172 0.42062855 0.61600494 0.5411806

-1.1096764 0.07860279 0.059749603 0.0 -0.20639372 -0.23220825 -0.3984871

0.61200047 0.1411972 0.17063332 0.031103134 0.0 -0.11220837 -0.084739685

-1.4837232 0.027287483 -0.13062668 -0.16403532 -0.053437233 0.0 0.03461218

1.2206278 0.32108593 0.23372793 0.41389704 -0.3666482 0.0 -0.35624123

1.3752155 0.0 -0.65166473 -0.13618279 1.0988054 0.7366514 0.5268245

1.2875443 0.09437704 0.03780794 0.16079998 -0.43186617 -0.42180777 0.0

1.3713207 -0.094986916 -0.14894056 0.0349288 0.0 0.3689804 0.31173706

0.9974623 0.4360447 0.44834614 0.43013573 0.0 -0.3203125 -0.23058796

0.90394783 -0.24054432 -0.10199165 0.0 0.7650757 0.9750786 1.0000229

-1.3585725 0.23685932 0.0 0.06741285 -0.1608634 -0.149014 -0.11555815

0.67299175 0.037365437 -0.036112785 0.07090855 0.10012388 -0.05493164 0.0

1.5688963 0.5112009 0.3619995 0.45127392 0.0 -0.10709 -0.10459328

0.7868509 0.78526115 0.9089813 0.8533201 -0.030809402 0.0 -0.09709549

-1.5960054 0.25719833 0.18319225 0.0 -0.030691624 -0.5244937 -0.40128994

0.98571444 1.3698831 0.9669256 1.008635 -0.11193323 -0.3835106 0.0

-2.0411758 0.26854038 0.20782185 0.0 -0.20871925 -0.16201591 -0.2333374

1.8231277 -0.57869196 0.0 -0.41174126 1.1221533 1.3989782 1.1497235

0.09556198 0.46177483 0.38306713 0.18180275 -0.001540184 -0.12154484 0.0

0.53060675 0.39055967 0.16489506 0.7226138 0.0 -0.34348106 -0.2150402

-1.803895 0.04535961 0.0707674 0.0 -0.5229316 -0.81671715 -0.69341135

1.8191719 0.43732166 0.31240416 0.31913662 -0.25071526 -0.4993844 0.0

1.8392763 -0.26650333 0.0 -0.11935997 0.38760185 0.50981617 0.4176092

0.76917934 -0.23503017 0.0 -0.023788929 0.13092232 0.09771538 0.32778835

1.0236931 0.2609768 0.2300005 0.06976223 -0.08537674 0.0 -0.047758102

1.5541348 -0.14487028 -0.071949005 0.057211876 0.0126104355 0.0 0.2082777

-4.585545 0.038090706 0.0 0.0865736 -1.8876214 -1.7719975 -1.7208629

-1.5769668 0.4166088 0.26243162 0.0 -0.70263433 -0.5535593 -0.81624794

4.529376 0.6246319 0.50632477 0.46556664 0.0 -0.08019161 -0.06777573

-2.0807033 2.5709958 -0.054620266 -0.102451324 0.24703598 -0.16565943 0.0

-2.4007792 -0.16884422 0.780262 0.21783781 -0.4057436 0.0 -0.060320854

-1.472425 0.114373684 0.0 0.07201958 -0.9485922 -1.1581173 -1.1924453

1.1799746 -0.042407036 0.0 -0.08666611 0.22563362 0.072639465 0.1315794

-4.9904137 -0.14717102 -0.13326073 -0.27413273 0.20535469 0.032280922 0.0

1.5290833 0.46595192 0.33502102 0.42929173 -0.009939194 -0.036842346 0.0

0.22424603 0.39550877 0.26430607 0.41259098 -0.16333771 -0.014248848 0.0

-2.4030151 -0.04006052 0.10145712 0.0 0.016232014 -0.18826437 -0.40843534

-0.7298217 -0.004029751 0.01933384 0.0 -0.1594162 0.037614822 -0.16017771

2.273428 0.031772137 0.45306873 0.074291706 -0.2054553 -0.13389587 0.0

1.8478985 0.0 -0.12994385 -0.29442215 1.067379 0.8700714 0.8070936

1.4309964 0.12149477 0.37579536 -0.31994295 0.1331377 -0.27951908 0.0

1.6971064 -0.030068398 0.24141264 0.14806604 0.03135538 -0.036058903 0.0

1.6953583 -0.4128418 0.0 -0.22846031 0.32519054 0.45818043 0.29254484



Description

1.7724347 1.7204165 -1.002841 NM_000222 KIT NM_000222

-1.3500891 -1.4101973 1.2930765 NM_003466 PAX8 NM_003466

-5.5900283 -5.1622705 1.1175404 NM_002760 PRKY NM_002760

1.5629864 1.3730707 -1.1698823 NM_007148 ZNF179 NM_007148

-1.2530518 -1.2128572 1.1471024 NM_148170 CTSC NM_148170

2.21555 2.2225165 -1.5435848 NM_014935 PLEKHA6 NM_014935

0.057312965 0.1331482 -1.9776902 NM_004418 DUSP2 NM_004418

-1.1743822 -1.150527 1.0677137 A_32_P196142 A_32_P196142

0.8759775 0.817646 -1.5800867 NM_005450 NOG NM_005450

-1.1459713 -1.1631107 2.041627 NM_198098 AQP1 NM_198098

-0.931911 -0.88824224 1.4443669 AK128714 LOC642123 AK128714

-0.6979728 -0.5892172 1.5706959 NM_001740 CALB2 NM_001740

1.8474636 1.7171569 -1.6159506 AK130456 AK130456 AK130456

-1.687964 -1.4812875 0.6348772 NM_052944 SLC5A11 NM_052944

1.0048761 1.054244 -0.76588774 NM_005523 HOXA11 NM_005523

-0.9385166 -0.89429474 1.0380926 NM_173354 SNF1LK NM_173354

0.5620885 0.6439271 -2.0516262 BC048201 BC048201 BC048201

1.8132358 1.8812952 -0.45227718 NM_022120 OXCT2 NM_022120

1.0182366 1.1662169 -1.0092478 A_24_P839075 A_24_P839075

0.13723373 0.15579796 -3.084116 NM_003641 IFITM1 NM_003641

-1.5655532 -1.3650169 1.4264884 AY358106 AY358106 AY358106

-0.24181652 -0.25418472 2.3577366 NM_002982 CCL2 NM_002982

-1.9212842 -1.5966225 0.28779507 BC024745 BC024745 BC024745

-1.6370616 -1.6212378 0.8253112 NM_003890 FCGBP NM_003890

1.3282814 1.3669195 -1.368021 L12234 L12234 L12234

-1.9767346 -2.0776482 0.25075483 NM_001080507 LOC441161 NM_001080507

0.81808853 0.8194456 -2.0030222 NM_000710 BDKRB1 NM_000710

-1.0380011 -1.0843925 2.215438 NM_198098 AQP1 NM_198098

1.6159105 1.696146 -0.516757 NM_021973 HAND2 NM_021973

0.6431618 0.75927114 -1.2197123 NM_178033 CYP4X1 NM_178033

-0.3895073 -0.31634808 1.9083538 NM_005319 HIST1H1C NM_005319

1.3191319 1.2110653 -0.95164967 AI620901 AI620901 AI620901

2.8620987 2.8007622 -1.1124487 AB002384 C6orf32 AB002384

-0.5115981 -0.6709852 1.6513886 NM_207334 FAM43B NM_207334

-0.801517 -1.0328751 1.3629622 NM_017705 PAQR5 NM_017705

-0.6121254 -0.8775344 1.1884832 NM_025237 SOST NM_025237

-0.87397575 -0.96134853 1.7297688 NM_001012393 OPCML NM_001012393

-0.41433907 -0.40892744 2.0770998 NM_017650 PPP1R9A NM_017650

-1.0714617 -0.56499624 0.96288633 NM_001432 EREG NM_001432

3.0756888 3.042811 -0.6124687 BC073929 BC073929 BC073929

US45103022_SLOT03_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_3.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT03_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_4.txt:gProcessedSignal(normalized)US45103022_SLOT04_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt:gProcessedSignal(normalized)Common nameGeneSymbol GenbankAccession

Homo sapiens v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog (KIT), mRNA [NM_000222]

Homo sapiens paired box gene 8 (PAX8), transcript variant PAX8A, mRNA [NM_003466]

Homo sapiens protein kinase, Y-linked (PRKY), mRNA [NM_002760]

Homo sapiens zinc finger protein 179 (ZNF179), mRNA [NM_007148]

Homo sapiens cathepsin C (CTSC), transcript variant 2, mRNA [NM_148170]

Homo sapiens pleckstrin homology domain containing, family A member 6 (PLEKHA6), mRNA [NM_014935]

Homo sapiens dual specificity phosphatase 2 (DUSP2), mRNA [NM_004418]

Homo sapiens noggin (NOG), mRNA [NM_005450]

Homo sapiens aquaporin 1 (Colton blood group) (AQP1), mRNA [NM_198098]

Homo sapiens cDNA FLJ46881 fis, clone UTERU3015647, moderately similar to Embigin precursor. [AK128714]

Homo sapiens calbindin 2, 29kDa (calretinin) (CALB2), transcript variant CALB2, mRNA [NM_001740]

Homo sapiens cDNA FLJ26946 fis, clone RCT08108. [AK130456]

Homo sapiens solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 11 (SLC5A11), mRNA [NM_052944]

Homo sapiens homeobox A11 (HOXA11), mRNA [NM_005523]

Homo sapiens SNF1-like kinase (SNF1LK), mRNA [NM_173354]

Homo sapiens, clone IMAGE:3660074, mRNA. [BC048201]

Homo sapiens 3-oxoacid CoA transferase 2 (OXCT2), mRNA [NM_022120]

Homo sapiens interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) (IFITM1), mRNA [NM_003641]

Homo sapiens clone DNA119534 LCII3035 (UNQ3035) mRNA, complete cds. [AY358106]

Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), mRNA [NM_002982]

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:4944483. [BC024745]

Homo sapiens Fc fragment of IgG binding protein (FCGBP), mRNA [NM_003890]

Human aggrecan mRNA, exon 1. [L12234]

Homo sapiens hypothetical LOC441161 (LOC441161), mRNA [NM_001080507]

Homo sapiens bradykinin receptor B1 (BDKRB1), mRNA [NM_000710]

Homo sapiens aquaporin 1 (Colton blood group) (AQP1), mRNA [NM_198098]

Homo sapiens heart and neural crest derivatives expressed 2 (HAND2), mRNA [NM_021973]

Homo sapiens cytochrome P450, family 4, subfamily X, polypeptide 1 (CYP4X1), mRNA [NM_178033]

Homo sapiens histone cluster 1, H1c (HIST1H1C), mRNA [NM_005319]

AI620901 tu05d02.x1 NCI_CGAP_Pr28 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2250147 3', mRNA sequence [AI620901]

Homo sapiens mRNA for KIAA0386 gene, partial cds. [AB002384]

Homo sapiens family with sequence similarity 43, member B (FAM43B), mRNA [NM_207334]

Homo sapiens progestin and adipoQ receptor family member V (PAQR5), mRNA [NM_017705]

Homo sapiens sclerosteosis (SOST), mRNA [NM_025237]

Homo sapiens opioid binding protein/cell adhesion molecule-like (OPCML), transcript variant 2, mRNA [NM_001012393]

Homo sapiens protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 9A (PPP1R9A), mRNA [NM_017650]

Homo sapiens epiregulin (EREG), mRNA [NM_001432]

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:5196961, partial cds. [BC073929]



-1.7781115 -1.1941738 2.2784104 BC037919 BC037919 BC037919

-1.7369618 -1.7676148 0.8400488 ENST00000369864AMIGO1

-2.2504125 -2.306015 0.1175642 AF424541 FLJ35024 AF424541

-1.224803 -1.1744471 0.836113 NM_001039083 ARL17 NM_001039083

-1.22049 -1.4164963 1.3658247 NM_194463 RNF128 NM_194463

0.62393475 0.84729576 -1.3835812 BC011779 BC011779 BC011779

0.34508133 0.45085812 -1.822978 NM_020379 MAN1C1 NM_020379

-2.2656784 -2.102234 0.3742571 NM_016588 NRN1 NM_016588

-0.6694393 -0.52294445 1.5363598 NM_005725 TSPAN2 NM_005725

-0.7287512 -0.71167946 1.5617104 NM_002250 KCNN4 NM_002250

-1.4131494 -1.3980908 0.84367657 NM_003844 TNFRSF10A NM_003844

0.33757114 0.3451395 -2.3493352 NM_201525 GPR56 NM_201525

-1.3473644 -1.5251551 1.4662695 NM_006504 PTPRE NM_006504

-0.6363058 -0.59396124 1.8862209 NM_024025 DUSP26 NM_024025

0.26828957 0.20609331 -1.6258245 NM_000674 ADORA1 NM_000674

-2.0572739 -2.1134405 0.86376476 NM_144724 MARVELD2 NM_144724

0.93672276 0.583621 -1.5667567 NM_018902 PCDHA11 NM_018902

0.74651146 0.7974386 -1.5674496 NM_005144 HR NM_005144

0.35951328 0.47124958 -1.5402002 BX114967 BX114967 BX114967

-0.5912571 -0.58067036 1.5339947 BC105992 SYNGR2 BC105992

-0.92636347 -0.9874196 2.076693 NM_001012393 OPCML NM_001012393

-2.0929809 -2.398017 0.41857243 NM_014585 SLC40A1 NM_014585

1.3810129 1.4029179 -1.6966524 NM_005559 LAMA1 NM_005559

1.7727795 1.7915277 -2.4686365 AB002384 C6orf32 AB002384

0.56202793 0.5793781 -2.839798 NM_178568 RTN4RL1 NM_178568

-1.2476459 -1.538383 1.7057228 NM_004100 EYA4 NM_004100

-2.378456 -2.265863 0.49611855 NM_024693 ECHDC3 NM_024693

-0.29773235 -0.5979724 2.0550199 NM_014243 ADAMTS3 NM_014243

-1.6313705 -1.3648076 1.1900959 THC2678294 THC2678294

1.7016449 1.7371311 -0.35813951 NM_000478 ALPL NM_000478

0.6590872 0.5830269 -1.7556334 NM_030899 ZNF323 NM_030899

-2.7566314 -1.7546268 0.2164936 AK074236 SLC14A2 AK074236

1.3419027 1.3904295 -1.0111299 NM_053044 HTRA3 NM_053044

-2.2777119 -2.1461654 0.5219164 NM_002996 CX3CL1 NM_002996

-1.6182942 -2.1845732 2.600541 NM_017680 ASPN NM_017680

-0.5771837 -1.2054276 1.3503366 AK128714 LOC642123 AK128714

0.24015045 0.37098312 -1.6401129 THC2632909 THC2632909

-2.9505248 -2.9887838 2.916644 AK024382 AK024382 AK024382

1.051043 0.8741784 -2.17239 NM_032321 MGC13057 NM_032321

-1.7650623 -2.2119246 0.6492262 NM_002729 HHEX NM_002729

0.20646238 0.1428051 -1.9496002 NM_201525 GPR56 NM_201525

-5.0685678 -5.7348804 0.46811867 NM_004653 JARID1D NM_004653

-1.4061041 -1.4677114 1.4666271 NM_000933 PLCB4 NM_000933

1.6568966 1.6133132 -1.2131824 AW389914 AW389914 AW389914

-0.20647097 -0.2526369 2.0908704 NM_006334 OLFM1 NM_006334

2.6837487 2.7671952 -0.8036547 NM_006757 TNNT3 NM_006757

-2.6842184 -2.215271 1.2228703 NM_006504 PTPRE NM_006504

-4.013977 -3.7438126 0.650856 THC2614203 THC2614203

0.873672 0.96153975 -1.0034285 NM_002214 ITGB8 NM_002214

0.38342285 0.4128642 -1.4473877 NM_030899 ZNF323 NM_030899

0.8817644 0.9063263 -1.1942501 NM_018936 PCDHB2 NM_018936

-3.5294132 -3.5964966 0.41404247 NM_002760 PRKY NM_002760

-1.51828 -1.5021567 2.4149594 NM_032727 INA NM_032727

1.4924712 1.0428996 -1.2725163 NM_032411 C2orf40 NM_032411

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:5278089. [BC037919]

Amphoterin-induced protein 1 precursor (AMIGO-1) (Alivin-2). [Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:Q86WK6] [ENST00000369864]

Homo sapiens unknown mRNA. [AF424541]

Homo sapiens ADP-ribosylation factor-like 17 (ARL17), mRNA [NM_001039083]

Homo sapiens ring finger protein 128 (RNF128), transcript variant 1, mRNA [NM_194463]

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3941306, partial cds. [BC011779]

Homo sapiens mannosidase, alpha, class 1C, member 1 (MAN1C1), mRNA [NM_020379]

Homo sapiens neuritin 1 (NRN1), mRNA [NM_016588]

Homo sapiens tetraspanin 2 (TSPAN2), mRNA [NM_005725]

Homo sapiens potassium intermediate/small conductance calcium-activated channel, subfamily N, member 4 (KCNN4), mRNA [NM_002250]

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a (TNFRSF10A), mRNA [NM_003844]

Homo sapiens G protein-coupled receptor 56 (GPR56), transcript variant 3, mRNA [NM_201525]

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, E (PTPRE), transcript variant 1, mRNA [NM_006504]

Homo sapiens dual specificity phosphatase 26 (putative) (DUSP26), mRNA [NM_024025]

Homo sapiens adenosine A1 receptor (ADORA1), transcript variant 1, mRNA [NM_000674]

Homo sapiens MARVEL domain containing 2 (MARVELD2), transcript variant 2, mRNA [NM_144724]

Homo sapiens protocadherin alpha 11 (PCDHA11), transcript variant 1, mRNA [NM_018902]

Homo sapiens hairless homolog (mouse) (HR), transcript variant 1, mRNA [NM_005144]

BX114967 Soares_fetal_heart_NbHH19W Homo sapiens cDNA clone IMAGp998I03780, mRNA sequence [BX114967]

Homo sapiens synaptogyrin 2, mRNA (cDNA clone MGC:102914 IMAGE:4746277), complete cds. [BC105992]

Homo sapiens opioid binding protein/cell adhesion molecule-like (OPCML), transcript variant 2, mRNA [NM_001012393]

Homo sapiens solute carrier family 40 (iron-regulated transporter), member 1 (SLC40A1), mRNA [NM_014585]

Homo sapiens laminin, alpha 1 (LAMA1), mRNA [NM_005559]

Homo sapiens mRNA for KIAA0386 gene, partial cds. [AB002384]

Homo sapiens reticulon 4 receptor-like 1 (RTN4RL1), mRNA [NM_178568]

Homo sapiens eyes absent homolog 4 (Drosophila) (EYA4), transcript variant 1, mRNA [NM_004100]

Homo sapiens enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3 (ECHDC3), mRNA [NM_024693]

Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 3 (ADAMTS3), mRNA [NM_014243]

FGD5_HUMAN (Q6ZNL6) FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 5 (Zinc finger FYVE domain-containing protein 23), complete [THC2678294]

Homo sapiens alkaline phosphatase, liver/bone/kidney (ALPL), mRNA [NM_000478]

Homo sapiens zinc finger protein 323 (ZNF323), transcript variant 1, mRNA [NM_030899]

Homo sapiens cDNA FLJ23656 fis, clone COLF1004, highly similar to Mus musculus urea transporter isoform UTA-3 mRNA. [AK074236]

Homo sapiens HtrA serine peptidase 3 (HTRA3), mRNA [NM_053044]

Homo sapiens chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (CX3CL1), mRNA [NM_002996]

Homo sapiens asporin (ASPN), mRNA [NM_017680]

Homo sapiens cDNA FLJ46881 fis, clone UTERU3015647, moderately similar to Embigin precursor. [AK128714]

Q6E5T4_FUGRU (Q6E5T4) Claudin 2, partial (5%) [THC2632909]

Homo sapiens cDNA FLJ14320 fis, clone PLACE3000455. [AK024382]

Homo sapiens hypothetical protein MGC13057 (MGC13057), transcript variant 4, mRNA [NM_032321]

Homo sapiens hematopoietically expressed homeobox (HHEX), mRNA [NM_002729]

Homo sapiens G protein-coupled receptor 56 (GPR56), transcript variant 3, mRNA [NM_201525]

Homo sapiens jumonji, AT rich interactive domain 1D (JARID1D), mRNA [NM_004653]

Homo sapiens phospholipase C, beta 4 (PLCB4), transcript variant 1, mRNA [NM_000933]

AW389914 RC4-ST0173-191099-032-f06 ST0173 Homo sapiens cDNA, mRNA sequence [AW389914]

Homo sapiens olfactomedin 1 (OLFM1), transcript variant 2, mRNA [NM_006334]

Homo sapiens troponin T type 3 (skeletal, fast) (TNNT3), transcript variant 2, mRNA [NM_006757]

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, E (PTPRE), transcript variant 1, mRNA [NM_006504]

Q7KZ66_HUMAN (Q7KZ66) NF2 protein (Fragment), partial (36%) [THC2614203]

Homo sapiens integrin, beta 8 (ITGB8), mRNA [NM_002214]

Homo sapiens zinc finger protein 323 (ZNF323), transcript variant 1, mRNA [NM_030899]

Homo sapiens protocadherin beta 2 (PCDHB2), mRNA [NM_018936]

Homo sapiens protein kinase, Y-linked (PRKY), mRNA [NM_002760]

Homo sapiens internexin neuronal intermediate filament protein, alpha (INA), mRNA [NM_032727]

Homo sapiens chromosome 2 open reading frame 40 (C2orf40), mRNA [NM_032411]
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-1.1342983 -0.9956751 2.1403818 BC071773 BC071773 BC071773

2.4631805 2.5694752 -0.64521503 NM_033317 DMKN NM_033317

-1.7078457 -2.3866305 1.6283145 NM_014399 TSPAN13 NM_014399

-0.52074766 -0.9716134 1.99436 NM_201384 PLEC1 NM_201384
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-2.372119 -2.4934788 0.6383219 NR_001543 TTTY14 NR_001543
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-1.2328253 -1.9841609 1.4953632 NM_006504 PTPRE NM_006504

-2.6391149 -2.6792903 1.4565239 NM_130396 WISP3 NM_130396

-1.2238779 -1.4440632 0.673975 NM_007078 LDB3 NM_007078

-1.2493458 -1.281723 1.0160894 NM_006528 TFPI2 NM_006528

0.8212762 0.74639463 -1.4373131 NM_201564 SYCE1 NM_201564

-1.2235842 -1.6729202 0.6459708 BM955917 BM955917 BM955917

-1.1883631 -1.2215929 1.8047838 BC036699 LOC654433 BC036699

-1.5157757 -1.573039 0.63944817 AK056079 AK056079 AK056079

1.3137941 1.2924666 -0.93772936 XM_940977 LOC651758 XM_940977

-2.0590281 -1.6818638 0.9324131 NM_001825 CKMT2 NM_001825

0.8428688 0.9168434 -2.2123384 NM_000710 BDKRB1 NM_000710

-1.1868043 -1.2243118 1.7398996 ENST00000222543TFPI2

-2.7303581 -2.641633 0.039183617 NM_006426 DPYSL4 NM_006426

-2.344778 -2.1852221 0.76289415 NM_144724 MARVELD2 NM_144724
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-1.0979671 -1.2814465 1.5849533 NM_006547 IGF2BP3 NM_006547

-1.8044181 -1.9525657 0.68452835 NM_002703 PPAT NM_002703

-1.7225647 -1.6668463 0.7770405 NM_001884 HAPLN1 NM_001884

-0.53429556 -0.7968879 1.5277209 AK024924 AK024924 AK024924

0.48840237 0.43020725 -4.1795683 NM_175060 CLEC14A NM_175060

0.45226955 0.44568634 -2.1104574 NM_001972 ELA2 NM_001972

-0.48995304 -0.41145706 4.4146614 NM_006744 RBP4 NM_006744

1.0849509 0.92825985 -1.6862974 ENST00000256969C12orf39

0.3449216 0.5407758 -2.0464296 ENST00000374334MAN1C1

0.49865913 0.6149025 -1.9513206 AK123855 C1orf170 AK123855

-1.9404984 -1.8938694 0.99627876 NM_016113 TRPV2 NM_016113

0.6374321 0.69007206 -5.30878 NM_022138 SMOC2 NM_022138

-1.4904585 -1.3961916 1.4277945 NM_000597 IGFBP2 NM_000597

-2.1677876 -2.155058 0.4994192 NM_000322 PRPH2 NM_000322

0.65018654 1.0182424 -1.7193174 NM_018968 SNTG2 NM_018968

1.2229381 1.4555621 -0.8505082 NM_000478 ALPL NM_000478

-0.26937008 -0.24515009 2.5696821 NM_002203 ITGA2 NM_002203

-0.53874016 -0.5739832 1.7860155 NM_003483 HMGA2 NM_003483

-1.7782373 -0.80370426 1.5389729 NM_206965 FTCD NM_206965

-0.9595046 -1.1403828 1.5269966 U52054 U52054 U52054

-0.91547537 -0.90722895 1.6209631 NM_024795 TM4SF20 NM_024795

Homo sapiens enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3 (ECHDC3), mRNA [NM_024693]

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:4592187, partial cds. [BC071773]

Homo sapiens dermokine (DMKN), transcript variant 2, mRNA [NM_033317]

Homo sapiens tetraspanin 13 (TSPAN13), mRNA [NM_014399]

Homo sapiens plectin 1, intermediate filament binding protein 500kDa (PLEC1), transcript variant 11, mRNA [NM_201384]

Homo sapiens cDNA: FLJ23438 fis, clone HRC13275. [AK027091]

Homo sapiens protocadherin beta 2 (PCDHB2), mRNA [NM_018936]

Homo sapiens testis-specific transcript, Y-linked 14 (TTTY14) on chromosome Y [NR_001543]

Homo sapiens placenta-specific 8 (PLAC8), mRNA [NM_016619]

Homo sapiens olfactomedin 2 (OLFM2), mRNA [NM_058164]

Homo sapiens F-box and WD repeat domain containing 10 (FBXW10), mRNA [NM_031456]

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, E (PTPRE), transcript variant 1, mRNA [NM_006504]

Homo sapiens WNT1 inducible signaling pathway protein 3 (WISP3), transcript variant 2, mRNA [NM_130396]

Homo sapiens LIM domain binding 3 (LDB3), transcript variant 1, mRNA [NM_007078]

Homo sapiens tissue factor pathway inhibitor 2 (TFPI2), mRNA [NM_006528]

Homo sapiens synaptonemal complex central element protein 1 (SYCE1), transcript variant 2, mRNA [NM_201564]

EST0854 HEV PCR-select Homo sapiens cDNA clone HEV#2788 similar to olfactory receptor OR7E15P pseudogene, mRNA sequence [BM955917]

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:5266296. [BC036699]

Homo sapiens cDNA FLJ31517 fis, clone NT2RI2000007. [AK056079]

PREDICTED: Homo sapiens similar to ciliary rootlet coiled-coil, rootletin (LOC651758), mRNA [XM_940977]

Homo sapiens creatine kinase, mitochondrial 2 (sarcomeric) (CKMT2), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_001825]

Homo sapiens bradykinin receptor B1 (BDKRB1), mRNA [NM_000710]

Tissue factor pathway inhibitor 2 precursor (TFPI-2) (Placental protein 5) (PP5). [Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:P48307] [ENST00000222543]

Homo sapiens dihydropyrimidinase-like 4 (DPYSL4), mRNA [NM_006426]

Homo sapiens MARVEL domain containing 2 (MARVELD2), transcript variant 2, mRNA [NM_144724]

Homo sapiens cytokine-like 1 (CYTL1), mRNA [NM_018659]

Homo sapiens immunoglobulin superfamily, member 3 (IGSF3), transcript variant 1, mRNA [NM_001542]

Homo sapiens insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3 (IGF2BP3), mRNA [NM_006547]

Homo sapiens phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase (PPAT), mRNA [NM_002703]

Homo sapiens hyaluronan and proteoglycan link protein 1 (HAPLN1), mRNA [NM_001884]

Homo sapiens cDNA: FLJ21271 fis, clone COL01751. [AK024924]

Homo sapiens C-type lectin domain family 14, member A (CLEC14A), mRNA [NM_175060]

Homo sapiens elastase 2, neutrophil (ELA2), mRNA [NM_001972]

Homo sapiens retinol binding protein 4, plasma (RBP4), mRNA [NM_006744]

Uncharacterized protein C12orf39 precursor [Contains: Putative amidated peptide NWTPQAMLYLKGAQ]. [Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:Q9BT56] [ENST00000256969]

Mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IC (EC 3.2.1.113) (Processing alpha-1,2-mannosidase IC) (Alpha-1,2-mannosidase IC) (Mannosidase alpha class 1C member 1) (HMIC). [Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:Q9NR34] [ENST00000374334]

Homo sapiens cDNA FLJ41861 fis, clone NTONG2008672. [AK123855]

Homo sapiens transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 2 (TRPV2), mRNA [NM_016113]

Homo sapiens SPARC related modular calcium binding 2 (SMOC2), mRNA [NM_022138]

Homo sapiens insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa (IGFBP2), mRNA [NM_000597]

Homo sapiens peripherin 2 (retinal degeneration, slow) (PRPH2), mRNA [NM_000322]

Homo sapiens syntrophin, gamma 2 (SNTG2), mRNA [NM_018968]

Homo sapiens alkaline phosphatase, liver/bone/kidney (ALPL), mRNA [NM_000478]

Homo sapiens integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor) (ITGA2), mRNA [NM_002203]

Homo sapiens high mobility group AT-hook 2 (HMGA2), transcript variant 1, mRNA [NM_003483]

Homo sapiens formiminotransferase cyclodeaminase (FTCD), transcript variant A, mRNA [NM_206965]

Human S6 H-8 mRNA expressed in chromosome 6-suppressed melanoma cells. [U52054]

Homo sapiens transmembrane 4 L six family member 20 (TM4SF20), mRNA [NM_024795]
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669761 669702 +
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66197500 chr9 66197446 - 9q12
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