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Ars2 : un nouveau régulateur
central de ’identité
des cellules souches neurales

Celia Andreu-Agullo, Thomas Maurin

Facteurs de transcription et cellules
souches neurales

Les cellules souches adultes ont la
double propriété de proliférer a I’infini
sans perte de potentiel, c’est-a-dire de
s’autorenouveler et de pouvoir se dif-
férencier en un ou plusieurs types cel-
lulaires. Ces deux caracteres conferent
leur identité aux cellules souches. Un
des principaux enjeux de la recherche
sur ce type cellulaire singulier est de
comprendre les mécanismes molécu-
laires qui permettent le maintien de leur
identité [1].

Les progres techniques ont permis de
mettre un terme au dogme selon lequel
les neurones sont exclusivement pro-
duits au cours du développement. Des
1960, des études d’incorporation de
thymidine tritiée dans les cerveaux de
rats adultes ont permis de démontrer
la formation de nouveaux neurones
dans différentes régions du cerveau.
Plus tard, des cellules souches neurales
(CSN) ont été identifiées. La quasi-
quiescence de ces cellules permet de les
suivre grdce a leur incorporation a long

terme d’analogues nucléotidiques déri-
vés du BrdU (bromodéoxyuridine). Ainsi,
on distingue dans le systéeme nerveux
central adulte deux zones neurogénes
principales hébergeant ces CSN, I’hip-
pocampe et la zone sous-ventriculaire
(svz) [2] (Figure 1).

Les facteurs de transcription jouent
un role central dans la physiologie des
cellules souches. Certains controlent
leur multiplication quand d’autres
orchestrent leur différenciation [3].
Ainsi, plusieurs protagonistes inter-
viennent de fagon cruciale pour contro-
ler ces processus au niveau des CSN.
C’est le cas de la voie de signalisa-
tion en aval des récepteurs Notch. €n
effet, les cellules qui expriment for-
tement CBF1 (ou RBPJK) - un facteur
de transcription ubiquitaire médiateur
nucléaire de "action de Notch - ont une
plus grande capacité a s’autorenou-
veler que celles qui 'expriment faible-
ment et qui, elles, sont déja engagées
dans leur différenciation [4]. Par ail-
leurs, "autorenouvellement des CSN
issues de souris doublement invalidées

GFAP/Ars?2 LRC

Superposition

Figure 1. Ars2 est exprimée par les CSN. Marquage immunohistochimique d’une section coronale
du cerveau d’une souris transgénique adulte GFAP-GFP. GFAP (vert), Ars2 (bleu) et CldU (rouge).

LRC: label retaining cell.
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pour les génes Hesl (de la famille des
hairy enhancer of split, génes cibles
de Notch) et Hes5 est réduit. Le récep-
teur nucléaire orphelin TIx est lui aussi
nécessaire au maintien de I’état indif-
férencié des CSN. €n effet, chez les
souris adultes qui en sont dépourvues,
la prolifération cellulaire et I'expression
de la nestine dans les zones neurogenes
sont diminuées [5]. Bmi, HMGA2 (high
mobility group AT-hook 2), ou encore
Gli (facteur de transcription & doigts
de zinc) interviennent également dans
le contrdle de I'autorenouvellement
des CSN [3]. Quant aux membres de
la famille SoxB1 (Sox1, Sox2 et Sox3),
les CSN les expriment tout au long du
développement et jusqu’a I’dge adulte.
Un défaut d’expression de Sox2 et ou
Sox3 dans les précurseurs neuronaux
entraine leur sortie prématurée du cycle
cellulaire et un début de différenciation
[6]. A I’inverse, la surexpression de
Sox2 inhibe la différenciation neuronale
et force les CSN a conserver leur carac-
tére indifférencié [7]. Enfin, Sox2 est
essentiel au maintien des CSN dans les
zones neurogenes chez "adulte [8, 9].
Les cellules souches adultes et les
progéniteurs qu’elles engendrent sont
identifiables non seulement par leur
morphologie ou leur localisation, mais
aussi grdce a un certain nombre de
marqueurs spécifiques (Tableau | et
Figure 1). Grdce aux techniques d’ima-
gerie, d’ARN interférence et de géné-
tique, nous avons caractérisé le réle clé
de Ars2 (arsenite-resistance protein 2,
aussi connue sous le nom de Srrt) dans
le maintien de I'identité souche des
CSN [10].
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Type cellulaire

Cellules souches neurales

Transit amplifying progenitors (TAP)
Neuroblastes (NB)

Astrocytes matures et parenchymateux
Cellules astrogliales (non pluripotentes)
Cellules de I’épendyme

Interneurones granuleux
et périglomérulaires

N -
emen Marqueurs endogénes

clature

B GFAP*Sox2* / GFAP*Lex" / GFAP*
Prominin® / GFAP*Nestine®

C Mashl*

A DCX*
GFAP* S100R*
GFAP*Sox2™ / GFAP*Nestine™

€ S100B*

Tyrosine hydroxylase (TH),
calretinin (CR) ou calbindin
(CB)

Marquage Expression
a long terme (LRC) Ars2
oui oui
non oui
non non
non non
non non
non oui
oui nd

Tableau I. Récapitulation des marqueurs endogénes permettant ’identification des différentes cellules filles des CSN. nd : non déterminé.

Ars2 est exprimée par les cellules
souches adultes neurales

€n réalisant des comarquages en immu-
nohistochimie (Figure 1), nous avons
démontré que Ars2 est exprimée dans
les cellules souches neurales (coexpri-
mant GFAP [glial fibrillary acidic pro-
tein] et CD133). Ainsi, 90 % des cellules
GFAP* incorporant a long terme le CldU
(5-chloro-2'-déoxyuridine), et nom-
mées LRC pour label retaining cells,
coexpriment Ars2. €n revanche, Ars2
est quasi absente des populations de
cellules ayant engagé leur différencia-
tion. Par exemple, dans les TAP (tran-
sit amplifying progenitors) exprimant
Mashl, I’expression d’Ars2 est faible
(seulement 7 % des TAP expriment Ars2),
et elle est quasi nulle dans les neuro-
blastes (exprimant Dcx, doublecortine),
les cellules astrogliales (GFAP*/Nes-
tine™/Sox2™) et les astrocytes matures
(S100b*). L’expression d’Ars2 décrofit
donc au cours de I"’engagement des
lignées issues de la SVZ, ce qui suggere
que cette molécule peut jouer un role
dans le maintien du caractere souche
des CSN.

Quel rdle pour Ars2 in vivo ?

Nous avons cherché a diminuer 'ex-
pression d’Ars2 dans les CSN grace a
la technique d’ARN interférence tout
en suivant le devenir de ces cellules.
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Des shARN spécifiques de la version
murine d’Ars2 ont été clonés dans des
vecteurs lentiviraux. Ces vecteurs ont
été pseudotypés avec la glycoprotéine
d’enveloppe du virus Mokola qui per-
met de n’infecter que les cellules de la
lignée astrogliale. €n utilisant un cadre
stéréotaxique, nous avons injecté ces
virus dans la SVZ, au plus prés des CSN
(Figure 2). Nous avons ensuite réalisé
des marquages en immunohistochi-
mie et étudié le devenir des cellules
infectées (exprimant la GFP) chez les
souris injectées avec les lentivirus soit

contrdles (shT), soit codant le shARN
ciblant Ars2 (shArs2). Chez ces der-
niéres, nous avons observé une forte
réduction du nombre des cellules
souches neurales GFAP*/Nestine® et des
neuroblastes DCX*. €n accord avec des
travaux antérieurs expliquant la perte
des cellules souches par leur engage-
ment dans la différenciation astrocy-
taire [5, 11], nous avons observé que le
nombre d’astrocytes matures - recon-
nus par I’expression de S1003* - infec-
tés était augmenté de 50 % chez les
souris ayant recu les vecteurs shArs2.
Enfin, un mois apres injec-

Injection
lentivirus Mokola

Figure 2. Représentation du protocole expérimental uti-
lisé pour les injections stéréotaxiques de lentivirus. Deux
injections de lentivirus pseudotypés avec I’enveloppe
Mokola ont été pratiquées au niveau de la SVZ (zone
sous-ventriculaire). Les cellules infectées comme les CSN
ainsi que leurs cellules filles (TAP, cellules astrogliales,

neuroblastes et les interneurones du bulbe olfactif) sont

identifiées grace a I’expression de la GFP.

tion des lentivirus, le nombre
d’interneurones néoformés
dans le bulbe olfactif est
fortement diminué chez les
souris traitées avec le shArs2.
U'autorenouvellement est
une propriété difficile a ana-
lyser car il faut démontrer
qu’il y a eu division cellu-
laire tout en s’assurant que
les cellules filles conservent
leur potentiel de différen-
ciation. On peut cultiver les
CSN in vitro sous forme de
sphéeres non adhérentes,
les « neurospheres ». Ainsi,
compter le nombre de nou-
velles neurosphéres générées
a chaque passage en culture



est une mesure fiable de I’autorenou-
vellement. Nous avons confirmé nos
observations faites in vivo en cultivant
les CSN issues des souris traitées par
les shArs2. Ces cellules n’étaient plus
capables de produire de neurospheres,
indiquant un défaut d’autorenouvelle-
ment en absence d’Ars2. A I’opposé, la
surexpression d’Ars2 entraine une aug-
mentation significative du nombre de
neurospheres formées, ce qui suggere
que Ars2 est nécessaire et suffisante
pour le maintien de I’autorenouvelle-
ment des CSN chez I’adulte.

Nous avons cherché a approfondir
nos résultats en invalidant de fagon
conditionnelle le géne Ars2 (Ars2 cKO0).
Pour cela, nous avons croisé des souris
Ars2fVfl qyec des souris hGFAP-cre. Le
promoteur hGFAP permet "expression
de cre a partir du jour embryonnaire
€13,5, ce qui entraine donc la sup-
pression de I"expression d’Ars2 dans

les cellules de la lignée astrogliale.
Les souris Ars2 cKO sont nées avec
la distribution mendélienne attendue
et sans aucun phénotype notable a
la naissance. Cependant les mutants
développent progressivement un
retard de croissance, une ataxie et
une hydrocéphalie et meurent envi-
ron 20 jours apres leur naissance. Les
coupes histologiques des cerveaux des
souris Ars2 cKO réalisées 15 jours apres
leur naissance montrent un élargisse-
ment des ventricules et une diminution
de la taille des bulbes olfactifs. Dans
la SVZ, le nombre de CSN (de phénotype
Nestine*/Sox2*/LeX*/GFAP*) est effon-
dré (< 20 % du nombre observé chez
les contrdles), et celui des cellules
de la lignée astrogliale (GFAP*S100b*)
fortement augmenté. Ces observations
confirment donc le role d’Ars2 dans le
maintien des CSN et dans le contrdle
de la neurogenése postnatale.

Quels sont les facteurs

de transcription responsables

des effets d’Ars2 ?

€tant donné le rle majeur de Hes1, Hes5
et Sox2 dans le maintien des CSN, nous
avons analysé leurs niveaux d’expres-
sion dans les cellules transduites avec
les lentivirus shArs2 et shT. Les niveaux
de Sox2 sont drastiquement diminués
lorsque I’expression d’Ars2 est altérée.
Des expériences d’immunoprécipitation
de la chromatine nous ont permis de
montrer que Ars2 se lie a une région
spécifique du promoteur de Sox2. Ars?2
active la transcription de Sox2 dans les
CSN, mais cette fonction pourrait étre
spécifique du contexte cellulaire. €n
effet, Sox2 n’est pas activé dans les cel-
lules non neuronales 3T3 qui, pourtant,
expriment de forts niveaux d’Ars2.

Afin de valider ce role d’effecteur clé
d’Ars2, nous avons transfecté in utero
un vecteur permettant la surexpression
de Sox2 dans le cerveau des embryons
Ars2 cKO. Comme attendu, toutes les
capacités d’autorenouvellement et

‘ \ YA de pluripotence des CSN issues de ces
Eﬂ A ‘ e souris ont été restaurées. Ce faisceau
§ @ —) —) NB g ‘ d’observations, ajouté aux résultats
a ™ de nos expériences in vivo, établit Ars?
Interneurones comme un nouveau régulateur central

de I’expression de Sox2.
Ars2 avait été précédemment décrite
pour son réle dans la résistance a Iarse-
nic, puis plus tard dans la biogeneése des
microARN et plus généralement dans les
5 X \ WL mécanismes moléculaires de I’ARN inter-
< IO férence [12, 13]. Dans le cadre de notre
Z‘; @ — m— \ s > ‘ étude, nous avons découvert un nouveau

\

2§

Astrocyte
non pluripotent

Interneurone

role pour Ars2, totalement indépendant
de ces autres fonctions décrites pré-
cédemment. €n effet, nous démontrons
que Ars2 est exprimée dans les cellules
souches neurales et que sa présence
décroit au cours de leur différenciation.
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Figure 3. Ars2 est un régulateur central de I’identité des CSN. Chez les souris sauvages, les CSN  Nous montrons que Ars2 est une protéine

(qui expriment Ars2) sont capables de s’autorenouveler et de générer des neuroblastes (NB) — qui lie spécifiquement "ADN et qu’elle
est un régulateur majeur de I’expression

de Sox2. Ainsi, Ars2 est un nouveau par-

qui migrent vers le bulbe olfactif ou ils se différencient en interneurones. €n "absence d’Ars2,
les CSN sont dans 'incapacité d’assurer la neurogenese et se différencient en astrocytes. Cette
diminution du compartiment des CSN explique que les souris invalidées pour Ars2 générent moins ~ tenaire moléculaire essentiel au main-
tien de Iidentité des cellules souches

neurales (Figure 3).

de nouveaux interneurones. La surexpression de Sox2 compense ce phénotype en restaurant la

pluripotence et ’autorenouvellement des CSN chez les souris Ars2 cKO.
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Perspectives

Notre étude souléeve de nouvelles inter-
rogations dont certaines sont actuel-
lement au centre des recherches
menées dans le laboratoire d’€ric Lai.
Par exemple, quel est le r6le d’Ars?2
dans I’autorenouvellement des cellules
souches embryonnaires ? €n effet, le
développement embryonnaire des souris
invalidées pour Ars2 est bloqué a un
stade précoce qui rappelle fortement
le phénotype des souris invalidées pour
Sox2. Par ailleurs, il y a une ressem-
blance frappante entre les cerveaux des
souris ayant une invalidation condi-
tionnelle d’Ars2 et ceux des souris por-
teuses d’un mutant Sox hypomorphe
[8]. Cependant, les cerveaux des souris
mutantes hypomorphes Sox2 ne présen-
tent pas d’astrogliose majeure comme
ceux des souris Ars2. |l se pourrait donc
que Ars2 contrdle la différenciation vers
la lignée astrogliale de maniére spé-
cifique, en controlant simultanément
des genes autres que Sox2. Des travaux
d’immunoprécipitation de la chroma-
tine couplée a du séquencage a haut
débit sont en cours afin de caracté-
riser de nouveaux genes cibles d’Ars2.

Identifier ces génes pourrait s’avérer
trés utile pour décrypter la fonction de
cette molécule, compléter notre com-
préhension du phénotype des souris Ars2
cKO et, a plus long terme, imaginer de
nouvelles perspectives thérapeutiques.
€n effet, peut-étre I'activation de I'ex-
pression d’Ars2 dans certaines tumeurs
cérébrales comme les astrogliomes
pourrait-elle permettre de réprimer la
prolifération des cellules cancéreuses. ¢
Ars2, an essential player in neural
stem cell identity
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alimentaire) et des macrophages (prove-
nant du catabolisme de I’hémoglobine)
[2]. Les données récentes de la littéra-
ture sur le paludisme proposent un bel
exemple de la place importante tenue par
I’axe hepcidine-fer dans la compétition
hote-pathogene.

Physiopathologie du paludisme

Le paludisme, malaria dans la littéra-
ture anglophone, est une des maladies
infectieuses les plus fréquentes au monde,

responsable chaque année de plus d’un
million de déces, transmise par la piqire
d’un moustique femelle infecté [3]. Cette
piglre introduit dans I'organisme I'agent
infectieux, le Plasmodium. €n Afrique sub-
saharienne, 'agent infectieux dominant
est le Plasmodium falciparum et le princi-
pal vecteur ’Anopheles gambiae. Introduit
au niveau de la peau, le sporozoite gagne
la circulation et les sinusoides hépa-
tiques. Il parvient ainsi aux hépatocytes,
il y forme une vacuole parasitophore ou
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