
Vo1.187, No. 1,1992 

August 31,1992 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS 
Pages 245-253 

RETINOIC ACID AMBIVALENTLY REGULATES THE EXPRESSION OF MYOD1 IN 
THE MYOGENIC CELLS IN THE LIMB BUDS OF THE EARLY 

DEVELOPMENTAL STAGES 

TAKASHI MOMOI 1 " # ,  SACHIKO MIYAGAWA-TOMITA 1 " 2  S E I J I  NAKAMURA 3 ,  
ICHIROU KIMURA 4 AND MARIKO MOMOI 5 

1 D i v i s i o n  o f  D e v e l o p m e n t  a n d  D i f f e r e n t i a t i o n ,  N a t i o n a l  
I n s t i t u t e  o f  N e u r o s c i e n c e ,  NCNP, O g a w a h i g a s h i - m a c h i ,  K o d a i r a ,  

T o k y o  1 8 7 ,  J a p a n  

2 D e p a r t m e n t  o f  P e d i a t r i c  C a r d i o l o g y ,  The  H e a r t  I n s t i t u t e  o f  
J a p a n ,  T o k y o  W o m e n ' s  M e d i c a l  C o l l e g e ,  K a w a d a e h o ,  S h i n j u k u - k u ,  

T o k y o  1 6 2 , J a p a n  

3 D e p a r t m e n t  o f  P h a r m a c o l o g y ,  F a c u l t y  o f  M e d i c i n e ,  U n i v e r s i t y  
o f  T o k y o ,  B u n k y o - k u ,  T o k y o  1 1 3 , J a p a n  

4 F a c u l t y  o f  Human S c i e n c e ,  W a s e d a  U n i v e r s i t y ,  T o k o r o z a w a  
S a i t a m a  3 5 9 ,  J a p a n  

5 D e p a r t m e n t  o f  P e d i a t r i c s ,  J i c h i  M e d i c a l  S c h o o l ,  
M i n a m i k a w a c h i - m a c h i ,  g a w a c h i - g u n ,  T o c h i g i  3 2 9 - 0 4 ,  J a p a n  

Received July 17, 1992 

The  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 i n  m y o g e n i c  c e l l s  l o c a t e d  i n  t h e  m u s c I e  
p r o s p e c t i v e  r e g i o n  o f  t h e  l i m b  bud  a t  s t a g e  2 0 - 2 2  was  h i g h l y  
s e n s i t i v e  t o  r e t i n o i c  a c i d .  U n l i k e  RAR-~ ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 
mRNA i n  t h e  m u s c l e  p r e c u r s o r  c e l l s  was s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  b y  
r e t i n o i c  a c i d  a t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 1 - 1 0  nM) ,  b u t  i n h i b i t e d  
by  i t  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 1 - 1  pM) .  The  a m b i v a l e n t  
m o d u l a t i o n  o f  MyoD1 e x p r e s s i o n  s u g g e s t e d  t h a t  MyoD1 e x p r e s s i o n  i s  
r e g u l a t e d  b y  n o t  o n l y  t h e  r e t i n o i c  a c i d  r e c e p t o r  a n d  i t s  r e s p o n s e  
e l e m e n t ,  b u t  a l s o  by  o t h e r  f a c t o r s .  R e t i n o i c  a c i d  may  be  i n v o l v e d  
i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  m y o g e n i c  c e l l s  d u r i n g  e a r l y  
deve I opment. ® 1999 Academ£c Press, Inc. 

S t u d i e s  on t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m  o f  m y o g e n i c  c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n  h a v e  b e e n  g r e a t l y  f a c i l i t a t e d  by  t h e  d i s c o v e r y  o f  

t h e  MyoD1 g e n e  t h a t  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m y o g e n i c  

c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  p r o m o t e r  o f  t h e  

m u s c l e - s p e c i f i c  g e n e s  ( 1 , 2 ) .  On t h e  o t h e r  h a n d .  a l t h o u g h  a l l -  

t r a n s - r c t i n o i c  a c i d  ( RA ) ,  t h e  m o s t  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  n a t u r a l  

m e t a h o l i t e  o f  v i t a m i n  A. h a s  an  a b i l i t y  t o  i n d u c e  t h e  

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  v a r i o u s  c e l l s  ( 3 - 5 ) ,  t h e r e  i s  y e t  l i t t l e  

To whom c o r r e s p o n d e n c e  s h o u l d  be  a d d r e s s e d .  
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i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r o l e s  o f  RA i n  t h e  

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m y o g e n i c  c e l l s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  

o b s e r v a t i o n s  t h a t  RA i n d u c e s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  P 1 9  e m b r y o n a l  

c a r c i n o m a  c e l l s  i n t o  m y o g e n i c  c e l l s  ( 6 ) .  

T h e  l i m b  b u d  i s  a g o o d  m o d e l  s y s t e m  f o r  i n v e s t i g a t i n g  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  m u s c l e  a n d  c a r t i l a g e  p r i m o r d i a  f r o m  a m i x t u r e  o f  

p r e c u r s o r  c e i l s  ( 7 - 1 1 ) .  T h e  s o m i t i c  c e l l s ,  w h i c h  m i g r a t e  i n t o  t h e  

p r o s p e c t i v e  r e g i o n  i n  t h e  p r o x i m a l  p a r t  o f  t h e  l i m b  b u d  d u r i n g  

s t a g e s  1 5 - 1 8  ( 1 0 , 1 1 ) ,  a r e  a l r e a d y  d e s t i n e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  

m y o g e n i c  c e l l s ;  t h e y  b e g i n  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  m y o b l a s t s  w i t h  

m u s c l e - s p e c i f i c  m y o s i n  a t  s t a g e  25  ( 7 ) ,  a n d  m y o b l a s t  f u s i o n  

b e g i n s  a t  s t a g e  26 ( 8 ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  u n d i f f e r e n t i a t e d  

m e s e n c h y m a l  c e l l s  a r e  s t e a d i l y  p r o l i f e r a t i n g  i n  t h e  d i s t a l  t i p  o f  

t h e  l i m b  b u d ,  p r o g r e s s  z o n e ,  a n d  d i f f e r e n t i a t e  a u t o n o m o u s l y  

a c c o r d i n g  t o  t h e i r  i n d i v i d u a l  p o s i t i o n a l  v a l u e s  i n t o  c h o n d r o c y t e s  

a n d  t o  f o r m  c a r t i l a g e s  ( 9 ) .  

T h e  d i s t r i b u t i o n s  o f  c e l l u l a r  r c t i n o i c  a c i d  b i n d i n g  p r o t e i n s  

( C R A B P s )  a n d  r e t i n o i c  a c i d  r e c e p t o r s  ( R A R s ) .  w h i c h  a r e  c o n s i d e r e d  

t o  m e d i a t e  t h e  b i o l o g i c a l  a c t i o n  o f  RA, h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  

t h e  l i m b  b u d s  ( 1 2 - 1 6 ) ;  C R A B P - I I .  a n  i s o f o r m  o f  CRABP t h a t  i s  

s p e c i f i c a l l y  e x p r e s s e d  i n  t h e  m u s c l e s  d u r i n g  t h e  e m b r y o n a l  s t a g e s  

( 1 7 - 1 9 ) ,  i s  l o c a t e d  i n  n o t  o n l y  t h e  p r o g r e s s  z o n e  b u t  a l s o  f o u n d  

i n  t h e  m u s c l e  p r o s p e c t i v e  r e g i o n  i n  t h e  l i m b  b u d  a t  s t a g e  23  

( 1 2 ) .  RAR-~ i s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  l i m b  b u d  ( 1 3 ) ,  w h i l e  

RAR-~ i s  l o c a t e d  i n  t h e  p r o x i m a l  r e g i o n  o f  t h e  l i m b  b u d s  ( 1 5 ) ,  i n  

w h i c h  s o m i t i c  c e l l s  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  m y o g e n i c  c e l l s .  

F u r t h e r m o r e .  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  RA ( 2 0 - 5 0  n ~ )  i n  t h e  l i m b  b u d  

a t  s t a g e  2 1 - 2 3  ( 2 0 )  i s  s u f f i c i e n t  e n o u g h  t o  i n d u c e  t h e  e x p r e s s i o n  

o f  v a r i o u s  g e n e s  v i a  RARs.  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  RA i s  

i n v o l v e d  i n  t h e  n o r m a l  m y o g e n i c  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  d u r i n g  

d e v e l o p m e n t  ( 1 9 ) .  

I n  t h i s  s t u d y ,  t o  u n d e r s t a n d  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r o l e s  o f  RA 

i n  m y o g e n i c  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  we e x a m i n e d  w h e t h e r  RA 

r e g u l a t e s  MyoD1 mRNA e x p r e s s i o n  i n  t h e  m y o g e n i c  c e l l s  i n  c h i c k  

l i m b  b u d s  d u r i n g  t h e  e a r l y  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s .  

M a t e r i a l s  a n d  ~ e t h o d s  

P r e p a r a t i o n  o f  t h e  l i m b  b u d  c e l l s  f r o m  f o u r  d i f f e r e n t  r e g i o n s  
T h e  l i m b  b u d s  d u r i n g  H a m b u r g e r  a n d  H a m i l t o n  s t a g e s  2 0 - 2 2  ( 2 1 )  

w e r e  c a r e f u l l y  d i s s e c t e d  i n t o  f o u r  p a r t s  ( F i g u r e  2 A ) ;  P a r t  P 
i n c l u d i n g  t h e  p r o g r e s s  z o n e ,  i n  w h i c h  t h e  p r e c u r s o r s  o f  
e h o n d r o c y t e s  a r e  p r o l i f e r a t i n g  a n d  d i f f e r e n t i a t i n g ;  P a r t  Z 
i n c l u d i n g  ZPA t h a t  i s  p o s t u l a t e d  t o  p r o d u c e  t h e  m o r p h o g e n  
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d e t e r m i n i n g  t h e  a n t e r o p o s t e r i o r  a x i s  o f  t h e  l i m b  b u d ;  a n d  P a r t s  
M1 a n d  M2 i n c l u d i n g  t h e  m u s c l e  p r o s p e c t i v e  r e g i o n ,  i n  w h i c h  
s o m i t i e  c e l l s  a r e  a l r e a d y  d e s t i n e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  m y o g e n i c  
c e l l s  ( 1 0 , 1 1 ) .  

I m m u n o s t a i n i n g  
L imb  b u d  c e l l s  a t  s t a g e s  2 0 - 2 2  w e r e  c u l t u r e d  on a g e l a t i n -  

c o a t e d  p l a t e  ( C o r n i n g  N . Y . ) .  The  c e l l s  w e r e  f i x e d  w i t h  2% p a r a -  
f o r m a l d e h y d e  i n  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e  (PBS)  f o r  20 m i n ,  a n d  
t h e n  e n d o g e n o u s  p e r o x i d a s e  a c t i v i t i e s  i n  t h e  c e l l s  w e r e  a b o l i s h e d  
b y  s o a k i n g  t h e  p l a t e d  c e l l s  i n  5 mM NaIO 4 f o r  10 m i n .  A f t e r  
r e m o v i n g  t h e  NaIO 4 ,  t h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  p r e i n c u b a t e d  w i t h  PBS 
c o n t a i n i n g  0 . 5  % s k i m  m i l k ,  2 % b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  a n d  5 % 
h e a t - i n a c t i v a t e d  g o a t  s e r u m  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  a n t i - R A R - ~  
f o r  a b o u t  72 h r s  a t  4 ° C .  The  f r o z e n  s e c t i o n s  o f  l i m b  b u d  a t  
s t a g e  23 a n d  26 w e r e  p r e p a r e d  f o r  t h e  i m m u n o s t a i n i n g  o f  m y o s i n .  
T h e  s e c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a n t i - m u s c l e - s p e c i f i c  m y o s i n  (MF-  
2 0 )  f o r  72 h r s  a t  4 ° C .  A f t e r  w a s h i n g  w i t h  PBS c o n t a i n i n g  0 . 5  % 
s k i m  m i l k ,  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  on t h e  l i m b  bud  s e c t i o n s  a n d  
t h e  l i m b  b u d  c e l l s  w e r e  d e t e c t e d  w i t h  on ABC k i t  ( V e c s t a s t a i n ,  
V e c t o r ,  USA) u s i n g  d i a m i n o b e n z i d i n e  a s  t h e  s u b s t r a t e  t o  d e t e c t  
p e r o x i d a s e  a c t i v i t y .  The  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  i m m u n o s t a i n i n g  was  
e x a m i n e d  b y  r e p l a c i n g  t h e  p r i m a r y  a n t i b o d y  w i t h  p r e i m m u n e  s e r u m .  

N o r t h e r n  B l o t t i n g  
RAR-~ eDNA was  i s o l a t e d  by  s c r e e n i n g  t h e  C h i c k  g t l 0  cDNA 

library of the neural tube of chick embryos (stage 23) with a 
mouse RAR-~ cDNA (a gift from Dr. P.Chambon) as a probe. The 
chick MyoD eDNA probe was produced by the reverse transcription- 
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  p u b l i s h e d  s e q u e n c e  
( 2 2 ) .  The  s e n s e  p r i m e r ,  5 ' -CATGGACTTACTGGGCCCCA-3'  ( p o s i t i o n s  
1 5 6 - 1 7 5 )  was  c o m b i n e d  w i t h  t h e  a n t i s e n s e  p r i m e r  5 ' -  
TGCATGTCCGACGTGTTGAA-3' ( p o s i t i o n  2 5 9 - 2 4 0 )  i n  t h e  p o l y m e r a s e  
c h a i n  r e a c t i o n  t o  g e n e r a t e  a p u t a t i v e  105 b a s e  p a i r  eDNA 
f r a g m e n t .  The  DNA s e q u e n c e s  o f  t h e  f r a g m e n t  o f  c h i c k  MyoD1 a n d  
eDNA o f  c h i c k  RAR-~ w e r e  i d e n t i c a l  t o  t h e  p u b l i s h e d  s e q u e n c e s  o f  
c h i c k  MyoD1 a n d  RAR-~ ,  r e s p e c t i v e l y  ( 1 5 , 2 2 ) .  

C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h o u t  o r  w i t h  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  RA f o r  24 h r s .  T o t a l  RNA was  p r e p a r e d  f r o m  t h e  c e l l s  by  t h e  
g u a n i d i n e  t h i o c y a n a t e  m e t h o d .  The  t o t a l  ( 2 0  ~ g )  was  s u b j e c t e d  t o  
f o r m a l d e h y d e  a g a r o s e  (1 %) g e l  e I e c t r o p h o r e s i s  a n d  t h e n  
t r a n s f e r r e d  t o  a n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r .  The  f i l t e r  was  h y b r i d i z e d  
w i t h  ~ h e  c h i c k  RAR-~ cDNA p r o b e  a n d  c h i c k  MyoD1 cDNA p r o b e ,  w h i c h  
w e r e  ~zo P - l a b e l e d  by  a m u l t i p r i m e r  l a b e l i n g  k i t  ( T a k a r a ,  K y o t o ) .  
The  MyoD1 a n d  RAR-~ mRNA on t h e  f i l t e r s  w e r e  a s s i g n e d  a r b i t r a r y  
n u m e r i c a l  v a l u e s  °based on d e n s i t o m e t r i c  s c a n n i n g  ( T I A S - 1 0 0 ,  ACI 
J a p a n )  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a m s .  

R e s u l t s  

As shown  i n  F i g u r e  1A, t h e  m y o g e n i c  c e l l s  w e r e  m y o s i n -  

p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  l i m b  bud  a t  s t a g e  2 6 ,  b u t  a t  s t a g e  2 3 ,  

m y o s i n - p o s i t i v e  c e l l s  c o u l d  n o t  be  o b s e r v e d  a n y w h e r e  i n  t h e  l i m b  

b u d s  e x c e p t  f o r  t h e  m y o t o m e  ( F i g u r e  1 B ) .  The  e x p r e s s i o n s  o f  R A R ~  

a n d  MyoD1 mRNA w e r e  e x a m i n e d  i n  t h e  l i m b  b u d s  d u r i n g  s t a g e s  2 0 - 2 6  

( F i g u r e  1 C ) ,  MyoD1 mRNA was  n o t  d e t e c t e d  d u r i n g  s t a g e s  2 0 - 2 4 ,  a n d  

i t  f a i n t l y  a p p e a r e d  a t  s t a g e  2 5 ;  h o w e v e r  RAR-p mRNA was  a l r e a d y ,  
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C 

Myo01 

1 2 3 4 

~ RAR~ 

1 2 3 4 

F i g u r e  1 .  
T h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m y o g e n i c  c e l l s  d u r i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
l i m b  b u d s .  
(A)  L i m b  b u d  a t  s t a g e  26 w a s  i m m u n o s t a i n e d  w i t h  a n t i - m y o s i n .  T h e  
m u s c l e  c e i l s  b e c o m e  m y o s i n - p o s i t i v e  i n  t h e  l i m b  b u d .  A r r o w h e a d s  
i n d i c a t e  t h e  m y o s i n - p o s i t i v e  r e g i o n s .  (B)  L i m b  b u d  a t  s t a g e  23 
w a s  i m m u n o s t a i n e d  w i t h  a n t i - m y o s i n ,  M y o s i n  w a s  p o s i t i v e  i n  t h e  
m y o t o m e ,  b u t  n e g a t i v e  i n  t h e  l i m b  b u d .  A r r o w  i n d i c a t e s  m y o s i n -  
p o s i t i v e  r e g i o n .  (C)  T h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 a n d  R A ~  mRNA d u r i n g  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  l i m b  b u d s .  L a n e  1,  s t a g e  2 0 - 2 2 ;  l a n e  2 .  s t a g e  
2 3 - 2 4 ;  l a n e  3 ,  s t a g e  25 a n d  l a n e  4 .  s t a g e  2 6 .  (D)  T h e  l i m b  b u d  
c e l l s  ( s t a g e  2 0 - 2 2 )  w e r e  i m m u n o s t a i n e d  w i t h  a n t i - R A ~  a n t i s e r u m .  
R A R - ~  w a s  p o s i t i v e  i n  t h e  n u c l e i  o f  a l l  t h e  l i m b  b u d  c e l l s .  ( E )  
T h e  l i m b  b u d  c e l l s  ( s t a g e  2 0 - 2 2 )  s t a i n e d  w i t h  p r e i m m u n e - s e r u m .  
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A B Myo D1 RAR j~ 

P Z ~M-2 ~ Z MiM~ 

F i g u r e  2 .  
The  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 a n d  RAR-~mRNA i n  t h e  v a r i o u s  r e g i o n s  o f  
l i m b  b u d s  a t  s t a g e  2 0 - 2 2 .  
( h ) F o u r  r e g i o n s ,  P a r t  P,  Z, M1 a n d  M2. w e r e  c a r e f u l l y  
d i s s e c t e d  f r o m  100 w i n g  l i m b  b u d s .  P,  r e g i o n  i n c l u d i n g  p r o g r e s s  
z o n e ;  Z,  r e g i o n  i n c l u d i n g  ZPA; M1, m u s c l e  p r o s p e c t i v e  r e g i o n  a n d  
M2, m u s c l e  p r o s p e c t i v e  r e g i o n  l o c a t e d  i n  t h e  p r o x i m a l  p a r t  o f  
l i m b  b u d .  (B )  The  e x p r e s s i o n s  o f  MyoD1 a n d  RAR-~ mRNA i n  t h e s e  
f o u r  r e g i o n s  w e r e  e x a m i n e d  by  n o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s .  

b u t  f a i n t l y ,  e x p r e s s e d  d u r i n g  s t a g e s  2 0 - 2 2 ,  a n d  i t s  c o n t e n t  

i n c r e a s e d  d u r i n g  d e v e l o p m e n t .  R A R - ~  w a s  p o s i t i v e  i n  t h e  a l l  

c e l l s  i n  t h e  l i m b  b u d s  d u r i n g  s t a g e s  2 0 - 2 2  ( F i g u r e  1 D ) .  

T h e  l i m b  b u d s  d u r i n g  s t a g e s  2 0 - 2 2  w e r e  c a r e f u l l y  d i s s e c t e d  

i n t o  f o u r  r e g i o n s ,  P a r t  P ,  P a r t  Z ,  P a r t  M1 a n d  P a r t  M2, a s  s h o w n  

i n  F i g u r e  2 A .  A h i g h  a m o u n t  o f  MyoD1 mRNA a n d  a r e l a t i v e l y  

s m a l l e r  a m o u n t  o f  i t  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  c e l l s  i n  P a r t s  M2 a n d  MI 

a f t e r  2 4  h r s  i n c u b a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y ,  b u t  n o t  o b s e r v e d  i n  P a r t s  

P a n d  Z ( F i g u r e  2 B ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  RAR-~ w a s  p r e f e r e n t i a l l y  

e x p r e s s e d  i n  P a r t s  M1 a n d  M2 r a t h e r  t h a n  P a r t s  P a n d  Z ,  b u t  t h e  

a m o u n t  o f  R A R - ~  mRNA i n  t h e  r e g i o n s  w e r e  o n l y  s l i g h t l y  d i f f e r e n t .  

T h e  r e s p o n s e s  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  RAR-~  a n d  MyoD1 t o  RA 

w e r e  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  v a r i o u s  r e g i o n s  o f  t h e  l i m b  b u d  

( F i g u r e  3 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 mRNA w a s  i n c r e a s e d  i n  t h e  

c e i l s  i n  P a r t s  M1 a n d  M2 b y  t h e  i n c u b a t i o n  w i t h  0 . 1 - 1 0 r i M  RA; I n  

p a r t i c u l a r ,  t h e  m a x i m u m  l e v e l  o f  MyoD1 mRNA e x p r e s s i o n  w a s  

a c h i e v e d  i n  P a r t  M1 a t  0 . 1 n M  RA, b u t  i n c u b a t i o n  w i t h  h i g h e r  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  R A ( 0 . 1 - 1 ~ M )  h a d  t h e  o p p o s i t e  e f f e c t ,  d e c r e a s i n g  

t h e  e x p r e s s i o n  ( F i g u r e  3A a n d  C ) .  U n l i k e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 

i n  P a r t s  M1 a n d  M2, t h e  e x p r e s s i o n s  o f  MyoD1 i n  t h e  c e l l s  o f  

P a r t s  P a n d  Z w e r e  n o t  i n d u c e d  b y  RA. On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  

e x p r e s s i o n s  o f  R A R - J  i n  t h e  c e l l s  o f  t h e  f o u r  r e g i o n s  w e r e  
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F i g u r e  3 .  
The  e x p r e s s i o n  o f  t h e  mRNAs o f  MyoD1 a n d  RAR-~ i n  t h e  c e l l s  o f  
t h e  v a r i o u s  r e g i o n s  o f  l i m b  b u d  a t  s t a g e  2 0 - 2 2  b y  t h e  i n c u b a t i o n  
w i t h  RA a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  24 h r s .  The  e x p r e s s i o n  o f  
MyoD1 (A)  a n d  RAR-~ (B)  mRNA by t h e  i n c u b a t i o n  w i t h  RA. L a n e  1, 
P a r t  P:  l a n e  2 ,  P a r t  Z;  l a n e  3 ,  P a r t  M1; l a n e  4 ,  P a r t  M2. (C)  The  
a m o u n t  o f  MyoD1 a n d  RAR-~ mRNA i n  t h e  P a r t s  M1 a n d  M2 w e r e  
a s s i g n e d  a r b i t r a r y  n u m e r i c a l  v a l u e s  b a s e d  on  d e n s i t o m e t r i c  
s c a n n i n g  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a m s  i n  (A)  a n d  ( B ) .  The  MyoD1 mRNA i n  
P a r t s  M1 ( 0 - - - - - @ )  a n d  M2 ( • = ) .  The  RAR-~ mRNA i n  P a r t  M1 
( O © )  a n d  M2 ( O - ~ D  ) .  

e q u a l l y  s e n s i t i v e  t o  RA ( F i g u r e  3B ) ;  T h e y  w e r e  d o s e - d e p e n d e n t l y  

i n c r e a s e d  b y  t h e  i n c u b a t i o n  w i t h  RA ( 1 0 n M - 1 p M  ) (  F i g u r e  3 C ) .  

D i s c u s s i o n  

T h e  l i m b  b u d  d u r i n g  s t a g e s  2 0 - 2 2 ,  w h i c h  d i d  n o t  e x p r e s s  

m u s c l e - s p e c i f i c  m y o s i n  a n d  MyoD1 ( F i g u r e  1 ) .  w a s  u s e d  i n  t h i s  

e x p e r i m e n t .  T h e  c e l l s  i n  P a r t s  M1 a n d  M2 i n  t h e  l i m b  b u d  d u r i n g  

s t a g e s  2 0 - 2 2 ,  s p o n t a n e o u s l y  e x p r e s s e d  MyoD1 mRNA a f t e r  2 4  h r s  

i n c u b a t i o n ,  b u t  t h e  c e i l s  i n  t h e  o t h e r  p a r t s  d i d  n o t  ( F i g u r e  2 ) ,  

s h o w i n g  t h a t  t h e  c e l l s  i n  P a r t s  M1 a n d  M2 c o n t a i n e d  m o s t  o f  t h e  

m u s c l e  p r e c u r s o r  c e l l s ,  w h i c h  b e g a n  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  

m y o g e n i c  c e l l s  d u r i n g  t h e  c u l t u r e  p e r i o d .  

T h e  r e s p o n s e  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoDI  t o  RA w a s  d i f f e r e n t  

i n  t h e  f o u r  l i m b  b u d  r e g i o n s ,  u n l i k e  t h a t  o f  R A R - ~  t o  RA 

( F i g u r e  3 ) ;  RA r e g u l a t e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 mRNA i n  t h e  

c e l l s  c o m m i t t e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  m y o g e n i c  c e l l s  i n  P a r t s  M1 

a n d  M2,  b u t  d i d  n o t  i n  t h e  p r e c u r s o r  c e l l s  o f  c h o n d r o c y t e s  i n  t h e  
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p r o g r e s s  z o n e ,  a l t h o u g h  t h e y  a l s o  e x p r e s s e d  R A R - g  p r o t e i n  

( F i g u r e  1D) a n d  e x p r e s s e d  RAR-~ mRNA i n  r e s p o n s e  t o  RA ( F i g u r e  3B) 

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  RA i s  i n v o l v e d  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  

o f  t h e  m y o g e n i c  c e l l s  i n  t h e  e a r l y  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  v i a  

c o n t r o l l i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1. 

H o w e v e r ,  s i n c e  RA n o t  o n l y  h a s  some s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  on 

t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m y o g e n i c  c e l l s  f r o m  c h i c k  m e s o d e r m a l  s t e m  

c e l l s  a t  s t a g e s  3 - 5 ,  b u t  c a n  a l s o  s u b s t i t u t e  f o r  H a n s e n ' s  n o d e  o r  

t h e  n o t o c h o r d  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  c a r t i l a g e  c e l l s  ( 2 3 ) ,  a n d  RA 

h a s  some e f f e c t s  on t h e  c h o n d r o g e n e s i s  i n  t h e  d i s t a l  r e g i o n  o f  

t h e  l i m b  b u d s  ( 2 4 , 2 5 ) ,  we c a n  n o t  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  RA 

i s  i n v o l v e d  i n  d e t e r m i n i n g  o f  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  f r o m  

m u l t i p o t e n t  m e s o d e r m a l  s t e m  c e l l s  t o  m o n o p o t e n t  m y o b l a s t  a n d  

c h o n d r o c y t e s ,  a l o n g  w i t h  o t h e r  f a c t o r s .  

RA c a n  d i r e c t l y  r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  v a r i o u s  g e n e s  

t h r o u g h  t h r e e  i s o f o r m s  o f  RARs.  t e r m e d  ~ .  ~ a n d  ( ( 2 6 - 2 8 ) ;  F o r  

i n s t a n c e ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  RAR-~  i s  p o s i t i v e l y  a u t o r e g u l a t e d  by  

RARs a n d  t h e  R A - r e s p o n s i v e  e l e m e n t  (RARE) e x i s t i n g  on i t s  5 '  

f l a n k i n g  s e q u e n c e  ( 2 9 ) .  H o w e v e r ,  RARE i s  n o t  d e t e c t e d  i n  t h e  

f l a n k i n g  s e q u e n c e  o f  a l l  t h e  g e n e s  w h o s e  e x p r e s s i o n s  a r e  

r e g u l a t e d  by  RA, f o r  i n s t a n c e s  c - j a n  ( 3 0 ) .  U n l i k e  t h e  i n d u c t i o n  

o f  RAR-~ g e n e  by  RA, t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 was  a m b i v a l e n t l y  

r e g u l a t e d  by  RA ( F i g u r e  3 ) ;  The  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 was  i n c r e a s e d  

b y  RA a t  a l o w  c o n c e n t r a t i o n ,  b u t  was  i n h i b i t e d  by  RA a t  a h i g h  

c o n c e n t r a t i o n .  

T h u s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 i s  r e g u l a t e d  i n  a m a n n e r  

d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  RAR-~ e x p r e s s i o n  ( F i g u r e  3 ) .  s u g g e s t i n g  

t h a t  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 by  RA i s  m e d i a t e d  

by  n o t  o n l y  t h e  s y s t e m  o f  RARs a n d  RARE, b u t  a l s o  i n v o l v e d  o t h e r  

f a c t o r s  a n d  o t h e r  r e s p o n s e  e l e m e n t s ,  c - M y c  a n d  N - m y c .  w h i c h  h a v e  

t h e  same  B-HLH m o t i f  a s  MyoD1 a n d  m y o g e n i n e  ( 3 1 ) .  a r e  n e g a t i v e l y  

r e g u l a t e d  by  RA ( 3 2 , 3 3 ) ,  RA a l s o  r e p r e s s e s  t h e  e x p r e s s i o n  o c t - 3  

v i a  a s p e c i f i c  r e p r e s s o r  e l e m e n t  e x i s t i n g  on t h e  5 '  f l a n k i n g  

s e q u e n c e  a n d  b i n d i n g  p r o t e i n s  d i f f e r e n t  f r o m  RARs ( 3 4 ) .  

F u r t h e r m o r e ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 i s  r e p r e s s e d  b y  s e v e r a l  

f a c t o r s  w i t h  m i t o g e n i c  a c t i v i t y  s u c h  a s  FGF a n d  TGF-~ ( 3 5 ) .  The  

e x p r e s s i o n s  o f  I d  a n d  c - j u n ,  w h o s e  g e n e  p r o d u c t s  i n h i b i t  m y o g e n i c  

c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  by  s u p p r e s s i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  MyoD1 

( 3 6 , 3 7 ) ,  a r e  i n d u c e d  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  F9 a n d  P19  EC 

c e l l s  b y  RA ( 3 6 , 3 8 ) .  T h e s e  f a c t o r s  may be  i n v o l v e d  i n  t h e  

r e p r e s s i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 i n d u c e d  by  RA. 
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T h u s  RA may be  i n v o l v e d  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m y o g e n i c  

c e l l s  i n  t h e  e a r l y  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  b y  a m b i v a l e n t l y  

r e g u l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  MyoD1 v i a  b o t h  r e c e p t o r - d e p e n d e n t  

a n d  - i n d e p e n d e n t  p r o c e s s e s .  The  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  

b i o l o g i c a l  r o l e s  o f  RA a n d  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m y o g e n i c  c e i l s  

d u r i n g  d e v l e o p m e n t  r e m a i n s  t o  be  e l u c i d a t e d .  
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