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dans laquelle PML et TBX2 interagissent
pour contréler Iinduction de la sénes-
cence cellulaire (Figure 1). La relation
fonctionnelle entre TBX2 et PML dépend
de leur abondance respective - inverse-
ment corrélées - et du contexte cellu-
laire. Un niveau élevé de TBX2 inhibe la
fonction prosénescente de la protéine
PML-1V en la séquestrant par interaction
directe et en ’empéchant ainsi de se
lier aux promoteurs de ses genes cibles.
Inversement, une augmentation du
niveau de PML entraine la répression de
I’expression de TBXZ2. Dans le contexte
de la sénescence, il est probable que
d’autres facteurs que I’oncogene Ras
et p53 [5, 6, 8], qui restent a découvrir,
activent I’expression de PML. Dans le cas
du cancer, il a été montré que la fonc-
tion de PML est fréquemment supprimée.
Cette inhibition a lieu au niveau post-
traductionnel : en effet, dans de nom-
breux cancers d’origines histologiques
diverses, I’abondance de la protéine PML
est fortement réduite alors que celle de

son ARNm reste intacte [13]. Le ciblage
de PML vers la voie de dégradation fait
ainsi pencher la balance vers une pro-
lifération cellulaire illimitée. Il est fort
probable que, hormis I"antagonisme de
TBX2 rapporté ici, d’autres mécanismes
suppriment I’action de la protéine PML
et contribuent ainsi @ la tumorigenése. ¢
A new player in PML-mediated cellular
senescence: TBX2 gets into the loop
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Role des facteurs

de transcription Fox0
dans la maintenance
des cellules souches
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> Les avancées scientifiques dans le
domaine des cellules souches ont favorisé
les thérapies cellulaires visant a restaurer
les fonctions d’un tissu ou d’un organe
altérées par une pathologie ou par le
vieillissement. Le remarquable potentiel
thérapeutique des cellules souches est
attribué a leurs deux propriétés majeures :
I’autorenouvellement, qui désigne la
capacité a se multiplier en donnant de
nouvelles cellules souches, et la pluripo-
tence, qui désigne la capacité a se diffé-
rencier en tout type cellulaire d’un orga-
nisme. Ces derniéres années, de nombreux
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acteurs moléculaires gouvernant la desti-
née des cellules souches ont été identifiés
et nourrissent I’espoir d’'une médecine
régénérative. Parmi eux, les facteurs de
transcription FoxO se sont imposés comme
des molécules critiques pour le maintien
des propriétés des cellules souches.

Comprendre la maintenance

des cellules souches,

clé d’une perspective thérapeutique ?
Les cellules souches embryonnaires,
dérivées de la masse cellulaire interne
d’embryons au stade blastocyste, et

les cellules souches adultes, résidant
dans la majorité des organes ou tissus
adultes, constituent les deux grands
types de cellules souches. Les cellules
souches embryonnaires, pluripotentes,
sont capables de se différencier en trois
feuillets embryonnaires : endoderme,
mésoderme et ectoderme, et d’engen-
drer tous les tissus de I’organisme
adulte. Pour des raisons scientifiques
et éthiques, I'utilisation des cellules
souches embryonnaires humaines (CSEh)
est limitée. €n revanche, les avancées
dans 'identification de régulateurs
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essentiels a leur pluripotence ont été a
la base des stratégies de reprogramma-
tion des cellules somatiques en cellules
souches pluripotentes (iPS, induced
pluripotent stem cells) [1, 2] et ont
permis d’approfondir la compréhension
de ce processus de reprogrammation,
approche qui pourrait révolutionner la
thérapie cellulaire.

Méme si elles n'ont pas un potentiel de
différenciation aussi vaste que celui des
cellules souches embryonnaires, les cel-
lules souches adultes sont capables de
générer un (unipotence) ou plusieurs
(multipotence) lignages et de s’autore-
nouveler. Elles sont spécifiques des
organes dans lesquels elles résident,
et leur potentiel de différenciation est
généralement limité aux cellules qui com-
posent le tissu. Elles sont localisées dans
un microenvironnement spécialisé appelé
« niche » [20], qui contrdle leur proli-
fération, leur migration et leur différen-
ciation. La majorité des cellules souches

adultes sont maintenues dans un état
quiescent que caractérisent une activité
métabolique et des besoins en facteurs
de croissance réduits. Bien que ce pro-
cessus ne soit pas clairement compris,
il a été postulé que la quiescence pro-
tége les cellules souches de potentielles
agressions qui les endommageraient et
leur permet de remplir leurs fonctions
tout au long de la vie. Cependant, cette
hypothese ne semble pas toujours véri-
fiée. En revanche, il est clairement établi
qu’une balance finement régulée entre
quiescence et progression dans le cycle
cellulaire assure le maintien du pool
de cellules souches et une production
adéquate des lignages différenciés. Une
rupture de cet équilibre peut favoriser
I’occurrence de maladies dégénératives
et de processus tumoraux, tels qu’on les
observe au cours du vieillissement. Ainsi,
I’élucidation des mécanismes contrd-
lant la maintenance des cellules souches
constitue t-elle une question fascinante

qui ne peut que favoriser I’exploitation de
leur potentiel thérapeutique.

Les multiples fonctions des Fox0 dans
les cellules souches

Remarquablement conservée au cours de
I’évolution, la famille FoxO (Forkhead
box O protein) qui comprend Fox01,
Fox03, Fox04, ubiquitaires, et Fox06, spé-
cifique des tissus neuronaux, a émergé
ces vingt derniéres années comme un
acteur clé de la régulation de processus
biologiques fondamentaux et variés. Les
protéines Fox0 ont été particulierement
étudiées pour leur role pivot dans la
signalisation de I'insuline et des facteurs
de croissance. Cibles majeures de la voie
de signalisation PI3-kinase/AKT impli-
quée dans la régulation de la longévité
(=) [21], elles traduisent la réponse aux
stimulus environne- (=) Voir Particle

mentaux, stress oxy- de A. Brunet, page 316

datif ou facteurs de  4€ °¢ muméro
croissance par exemple, en programmes
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Figure 1. Fox01 et la régulation de la pluripotence. Le trio de facteurs de transcription 0CT4, NANOG et SOX2
constitue la base du réseau transcriptionnel qui maintient la pluripotence et I’autorenouvellement des
CSE. Ces facteurs forment une boucle régulatrice contrélant leur propre expression. Fox01 a été identifié
comme un nouveau membre de ce réseau : il contréle directement I’expression des génes pluripotents 0CT4
et SOX2, occupant et activant leurs promoteurs respectifs. Le mécanisme de régulation de Fox01 dans les

CSE nest pas clairement défini mais ne semble pas dépendre uniquement de la voie PI3K/AKT. Les exons sont

représentés par des rectangles bleus
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Autorenouvellement
& Pluripotence

fiques. Elles contrélent ainsi la
durée de vie d’un organisme et
exercent un role suppresseur de
tumeurs. Plus récemment, les
FoxO ont été identifiées comme
des régulateurs clés de la des-
tinée des cellules souches
embryonnaires et adultes. Cette
fonction majeure semble liée a
leur capacité de controler des
processus cellulaires divers et
opposés : prolifération, diffé-
renciation, réparation des dom-
mages de I’ADN, résistance au
stress oxydatif, métabolisme
énergétique et apoptose [3, 4].

Fox01, nouvel acteur clé

de la pluripotence des cellules
souches embryonnaires

Le maintien de la pluripotence
des CSE est assuré par une boucle
régulatrice formée par 0CT4,
NANOG et SOX2, trois facteurs de
transcription qui non seulement
controlent leur propre expres-
sion, mais aussi activent des
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Masse cellulaire

. (S totipotentes

entre les stades de dévelop-
pement embryonnaires chez
la souris et chez ’homme [7].
Dans les CSEm, Fox0l et 3
sont toutes deux capables de
réguler I’expression de génes
pluripotents tandis que dans
les CSEh, la surexpression de
Fox03 n’induit pas I'expression
des facteurs de pluripotence.
De plus, les génes du déve-
loppement, qui sont activés

interne
CS pluripotentes CS embryonnaires
.
Blastocyste l
. CS somatiques
[ |
Hématopoiétiques Neuronales Pulmonaires Hépatiques Vasculaires

Prog
Ery

Figure 2. Réle de Fox01 (vert) et de Fox03 (rouge) dans la conservation des propriétés des cellules souches

embryonnaires et adultes respectivement. CSH : cellules souches hématopoiétiques ; CSN : cellules souches

© © 0 0

CS multipotentes adultes

Foxo3

Foxo 1

neurales. Prog myélo : progéniteurs myélocytaires ; Prog Ery : progéniteurs érythrocytaires.

genes gouvernant la pluripotence et répri-
ment des genes requis pour la différencia-
tion cellulaire [5]. Dans ce contexte, nous
avons identifié récemment un nouveau
composant du réseau transcriptionnel des
CSE : Fox01 [6] (Figure 1). Nous montrons
que Fox01 est fortement exprimée dans
les CSEh et dans les cellules €S murines
(CSEm) indifférenciées (Figure 2) et que
son expression diminue au cours de la dif-
férenciation. Afin de déterminer le role de
Fox01 dans la pluripotence des CSEh, nous
avons invalidé ce facteur dans une lignée
de CSEh via des shARN inductibles par
la doxycycline. La diminution d’expres-
sion de Fox0l dans les CSEh induit une
perte de la morphologie et des marqueurs
caractéristiques de cellules pluripotentes
et une augmentation de I"expression des
marqueurs spécifiques de ’endoderme et
du mésoderme. Le phénotype initial plu-
ripotent est restauré par la surexpression
immédiate d’une forme de FoxOl non
reconnue par les shARN dans les CSEh

m/s n® 3, vol. 28, mars 2012

préalablement traitées par la doxycycline,
démontrant la spécificité des shARN anti-
Fox01 et le role majeur de Fox01 dans la
régulation de la pluripotence des CSEh.
Compte tenu de la multiplicité fonction-
nelle des protéines Fox0O, nous avions
envisagé qu’une altération des fonctions
cellulaires des CSEh (prolifération, cycle
cellulaire, apoptose ou statut redox) pou-
vait étre responsable de la différencia-
tion de ces cellules induite en I'absence
de FoxOl. Toutefois, aucun de ces pro-
cessus biologiques n’est modifié dans
les CSEh exposées a la doxycycline. &n
revanche, des expériences d’immunopré-
cipitation de la chromatine, de gels retard
et de tests luciférase ont montré que
Fox01 contrdle directement I'expression
des geénes pluripotents 0CT4 et SOX2, en
occupant et activant leurs promoteurs
respectifs (Figure 1). Notre étude met
également en évidence quelques diffé-
rences phénotypiques entre CSEh et CSEm
pouvant refléter la différence temporelle

par la diminution d’expression
de Fox01 ou 3, different entre
CSE humaines et murines. Ces
observations excluent une
redondance des fonctions
des FoxO et révelent le role
spécifique de Fox0l dans la
régulation de la pluripotence
des CSEh. Etant donné que
I’expression de FoxOI semble
étre régulée par 0CT4 [5],
ces résultats suggeérent que
FoxOl est un membre a part
entiere du réseau de pluripo-
tence des cellules €S. De fagon
intéressante, des données non
publiées de notre laboratoire suggerent
que Fox03 intervient dans la différencia-
tion des CSE (Zhang and Ghaffari, données
personnelles). Notre hypothése de travail
stipule qu’une interaction fonctionnelle
entre Fox01 et 3 pourrait assurer I"équi-
libre entre pluripotence versus différen-
ciation dans les CSEh.

Cette nouvelle fonction des Fox0 ne
semble pas limitée a un seul membre de
la famille Forkhead. €n effet, le role de
FOXP1 dans I’activation de plusieurs genes
pluripotents dont 0CT4 et NANOG, a été
caractérisé récemment dans les CSE [8],
confortant le role fonctionnel essentiel des
Forkhead dans la maintenance des CSE.
Les CSE€ sont capables de proliférer
in vitro de maniére illimitée tout en
conservant leur pluripotence, un proces-
sus encore mal compris. Fox01 pourrait
coordonner la pluripotence et la régu-
lation du cycle cellulaire des CSE. Nous
pouvons également supposer que son
role dans le métabolisme, la longévité
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Figure 3. La diversité des roles des Fox0. A. Dans les cellules souches embryonnaires (CSE)

humaines, I'expression de Fox01 est nucléaire tandis que celle de Fox03 est cytoplasmique.

Dans les cellules souches hématopoiétiques (CSH), Fox03 est localisée dans le noyau tandis que

Fox01 est majoritairement cytoplasmique. Ces données suggérent des mécanismes de régulation

distincts parmi les Fox0. B. U'activité transcriptionnelle et la stabilité des FoxO dans les cellules

souches sont régulées négativement par la kinase AKT qui, activée, phosphoryle ces facteurs de

transcription. Dans les progéniteurs hématopoiétiques, Fox03 régule le niveau de stress oxydant

en inhibant la voie de signalisation AKT/mTOR. C. Schéma des modifications qui contrélent I'acti-

vité de Fox0 (en amont) et les fonctions de FoxO (en aval). De fagon générale, des mécanismes

impliquant des modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, I'acétylation,

Iubiquitinylation ou des modifications d’oxydoréduction, ont été identifiés.

ou la réponse aux dommages de I’ADN,
influence la pluripotence des CSE. Ainsi,
la fonction de FoxOl dans la régulation
de la pluripotence peut étre exploitée
pour faciliter ou améliorer la repro-
grammation des cellules somatiques en
cellules souches embryonnaires.

Fox03, régulateur essentiel

de la quiescence

des cellules souches adultes

Les cellules souches hématopoiétiques
(CSH) représentent une petite popula-
tion cellulaire localisée dans la moelle
osseuse et responsable de la produc-
tion de toutes les lignées sanguines.
Nos travaux ainsi que ceux d’autres
groupes ont démontré un role spéci-
fique de Fox03 dans la régulation du

m/s n® 3, vol. 28, mars 2012

pool des CSH. Linvalidation simple de
Fox03 (Fox03K0)chez la souris mime
quasiment le phénotype observé dans
les souris invalidées pour les trois pro-
téines Fox01, Fox03 et Fox04 [9-12].
Chez les souris Fox03K0, le comparti-
ment des CSH est diminué et la quies-
cence des CSH abolie. Fox03 préserve
le pool des CSH en contrdlant le cycle
cellulaire et le niveau du stress oxydant.
De fagon intéressante, nous démon-
trons que Fox03 régule aussi la voie
de réponse au stress oxydant dans les
progéniteurs myéloides, en empéchant
leur expansion via I’inhibition de la
voie de signalisation AKT/mTOR (tar-
get of rapamycine) [12] (Figure 3). Un
role de Fox03 dans la maintenance des
progéniteurs érythroides a aussi été

identifié (Figure 2). Au-dela du sys-
teme hématopoiétique, Fox03 inter-
vient dans d’autres populations de cel-
lules souches : I'invalidation de Fox03
induit un défaut du pool des cellules
souches neurales adultes, diminue leur
autorenouvellement et leur capacité a
se différencier en lignages neuronaux
spécifiques [14, 15] (Figure 2).

Régulation des Fox0

dans les cellules souches

U'action des FoxO est gouvernée a plu-
sieurs niveaux. €n réponse a I'insuline ou
aux facteurs de croissance, la kinase AKT
activée phosphoryle les Fox0 nucléaires
et relaie leur translocation dans le cyto-
plasme ol elle les séquestre, bloquant leur
activité nucléaire. A I’inverse, en condi-
tions de stress, la phosphorylation des
protéines FoxO par des kinases autres
qu’AKT favorise leur migration dans le
noyau ol elles exercent leur activité trans-
criptionnelle. Uactivité transcriptionnelle
et la stabilité des Fox0 sont également
finement régulées par d’autres modifi-
cations post-traductionnelles telles que
acétylation, méthylation, ubiquitination,
ou oxydoréductions [3, 4, 16] (Figure 3).
€n étudiant le contrdle de I'activité des
FoxO dans les CSEh, nous montrons que
I’expression de Fox03 est principalement
cytoplasmique et celle de Fox01 nucléaire
(Figure 3). O, dans les CSEh, la voie PI3K/
AKT est activée en réponse a une sti-
mulation par le bFGF (basic fibroblast
growth factor), ce qui entraine la phos-
phorylation de Fox01 par AKT. Cependant,
Fox01 n’est pas exportée du noyau dans
ces conditions, suggérant que dans ces
cellules, I'action inhibitrice habituelle de
AKT sur FoxOl est bloquée par d’autres
voies de régulation ou des modifications
post-traductionnelles (Figures 1 et 3).
Dans les cellules souches adultes (CSH et
cellules souches neurales), c’est Fox03
qui est exprimée majoritairement dans
le noyau alors que AKT est phosphorylée
[10, 17] (Rimmelé and Ghaffari, données
personnelles). Il est donc probable que
plusieurs niveaux de régulation des FoxO
existent et que des mécanismes de régu-

253

MAGAZINE

NOUVELLES



254

lation distincts pour Fox01, 3 et 4 existent
dans une méme cellule [4].

Ainsi, les protéines FoxO ont été identi-
fiées comme des régulateurs clés de la
destinée des cellules souches embryon-
naires et adultes. Cette dualité de fonc-
tion suggeére que I'autorenouvellement
des CSE et des cellules souches adultes
est régulé par certains mécanismes
communs, comme cela a été mis en
évidence en caractérisant la fonction de
IFX (zinc finger protein, X-linked) [18].
Outre leur capacité a controler la main-
tenance des cellules souches normales,
les FoxO (Fox03) influenceraient aussi
celle des cellules souches leucémiques.
La complexité fonctionnelle des Fox0 est
finement orchestrée via la régulation
de I'activité des différents membres de
la famille. Les enjeux actuels sont de
comprendre les mécanismes de régula-
tion des Fox0 afin d’approfondir notre
compréhension du comportement des
cellules souches et d’envisager de nou-
velles thérapies basées sur la modu-
lation de P'activité des FoxO dans des
modeéles pathologiques [19].

Fox0 proteins in the control

of stem cells
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