trieme mécanisme général de transfert
horizontal de génes entre micro-orga-
nismes. |l reste a comprendre com-
ment ces vésicules extracellulaires sont
produites et par quel(s) mécanisme(s)
elles reconnaissent la cellule réceptrice.
Cette reconnaissance fait sans doute
intervenir, au moins dans certains cas,
des protéines membranaires enchdssées
dans la membrane de la vésicule, qui
se lient a d’autres protéines situées a
la surface de la cellule réceptrice, de
méme que les protéines des virions se
lient a leurs récepteurs présents a la
surface des cellules qu’ils infectent.

Des études environnementales ou sur les
microbiotes sont désormais nécessaires
afin de mieux évaluer 'importance bio-
logique de ce mécanisme de transfert
de genes. Cependant, on sait déja, par
exemple, que Prochlorococcus, I'un des
représentants microbiens les plus répan-
dus dans le plancton océanique, sécrete
des quantités importantes de vésicules
membranaires [15]. Cela représenterait
jusqu’a 1028 vésicules produites par jour,
soit environ 104 a 10° tonnes de carbone
par jour ! €t ces vésicules contiennent
effectivement de I’ADN de Prochloro-
coceus.

Pour finir, notons que ces vésicules mem-
branaires, au-dela de leur capacité de

transfert de matériel génétique par vési-
duction, ont en fait des rdoles variés en
microbiologie [7]. Certaines peuvent
transporter des toxines, et jouer ainsi un
role dans la pathogénicité d’une souche
bactérienne. D’autres ont un réle connu
dans la communication cellulaire, permet-
tant par exemple le transport de molé-
cules de signalisation hydrophobes, dont
la diffusion est faible en milieu aqueux.
D’autres encore pourraient étre impliquées
dans le contrdle des infections virales. €n
effet, les vésicules produites a partir de la
membrane cellulaire contiennent souvent
des protéines membranaires, parmi les-
quelles les récepteurs utilisés par les virus
pour infecter les cellules, et peuvent donc
servir de leurres pour les virions, permet-
tant ainsi de limiter 'infection. ¢

Vesicles for DNA exchange: A new
mechanism called vesiduction
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Syndrome métabolique

Vers une thérapie cellulaire utilisant
des adipocytes humains transformés
par une technique CRISPR/Cas9

Morgane Baron!?, Amélie Bonnefond!2

> Le controle du métabolisme énergé-
tique implique les adipocytes du tissu
adipeux blanc, majoritaire, mais aussi
ceux du tissu adipeux brun ou beige, qui
expriment le géne UCP1 (uncoupling pro-
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tein 1) et qui amé-
liorent I"équilibre

(=») Voir la Nouvelle
de D. Ricquier et al.,
m/s n° 5, mai 2002,
page 537

métabolique en aug-
mentant la dépense
énergétique [1, 2] (=P).

Dans I’espéce humaine, le tissu adipeux
blanc est réparti dans tout le corps, alors
que le tissu adipeux brun est concentré
dans des zones limitées de dépGt graisseux
profond au niveau des régions cervicale
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Préadipocytes

", Guide ciblant

le promoteur de UCPI

Pré-adipocytes « CRISPR-SAM »

HSF1

i Activation
de la
rtranscription

Pré-adipocytes « HUMBLE » ——s

Différenciation

Figure 1. Technique CRISPR/dCas9 utilisée pour activer [’expression du géne UCP1 dans les pré-adipocytes humains.

et supra-claviculaire,
et de I'espace paraver-
tébral thoracique [3]
(=9).

L'obésité et le syn-
drome métabolique constituent actuel-
lement des problemes majeurs de santé
publique, qui justifient une recherche thé-
rapeutique active. Comparée a I’utilisation
de molécules thérapeutiques, la thérapie
cellulaire offre des avantages majeurs pour
traiter certaines maladies, car elle cible
des organes et des types cellulaires spé-
cifiques, dans lesquels elle peut activer
des communications intercellulaires et
entrainer la sécrétion de multiples facteurs
actifs, conduisant a des effets thérapeu-

(=») Voir la Synthese
de A. Carriére et al.,
m/s n° 8-9, aoiit-
septembre 2009,
page 729

tiques plus globaux et pérennes. Dans un
article récent, Wang et al. présentent une
approche prometteuse par thérapie cellu-
laire, fondée sur le role bénéfique du tissu
adipeux brun [4].

Production d’adipocytes humains
surexprimant UCP1 par une méthode
dérivée de la technique CRISPR/Cas9
Les auteurs ont transformé des cellules
humaines immortalisées a partir de pré-

m/s n® 6-7, vol. 37, juin-juillet 2021

adipocytes blancs en cellules apparen-
tées a des adipocytes bruns, qu’ils ont
appelées cellules HUMBLE (human-brown
like) [4]. Pour ce faire, ils ont activé I'ex-
pression du gene UCPI dans ces cellules
immortalisées, en utilisant un systeme
d’activation transcriptionnelle synergique
dérivé de la technique
CRISPR/Cas9 [5]
(=») dans lequel une
enzyme Cas9 modifiée
(dCas9), qui ne peut plus couper I’ADN,
est couplée a des domaines de transac-

(=») Voir la Chronique
génomique de

B. Jordan, m/sn° 1,
janvier 2021, page 77

tivation de la transcription ; leur action
conjointe est dirigée par un « ARN guide »
ciblant le promoteur spécifique d’un géne
et qui se lie a dCas9 [6]. Ce systéme, ini-
tialement développé dans le laboratoire
dirigé par Feng Zhang, joue ainsi le role
d’un complexe de transcription permet-
tant Pactivation de Iexpression d’un géne
spécifique. Les auteurs ont en fait produit
trois types de lentivirus recombinants, per-
mettant une expression stable du géne
d’intérét (ici, UCPI) : le premier conte-
nait la séquence codant dCas9, associée
a celle codant un activateur transcrip-
tionnel (VP64) permettant le recrutement

des facteurs de transcription ; le second
contenait la séquence codant une pro-
téine de fusion composée de la protéine
d’enveloppe du bactériophage MS2, de la
sous-unité p65 du facteur de transcrip-
tion NFB, et du domaine d’activation du
heat shock factor 1 (HSF1); le troisiéme
codait I’ARN guide ciblant le promoteur du
géne UCPI . Des pré-adipocytes
blancs humains ont d’abord été infectés
avec les deux premiers types de lentivirus,
pour obtenir une expression stable de
dCas9 associée au complexe de trans-
cription . Ces cellules, appelées
« CRISPR-SAM » (synergistic activation
mediator), ont ensuite été infectées avec
le lentivirus codant I’ARN ciblant le pro-
moteur de UCPI, ce qui a permis d’acti-
ver fortement la transcription de ce géne
. La caractérisation des adipo-
cytes différenciés exprimant UCPI (cel-
lules HUMBLE) a montré que ces cellules
présentent les propriétés structurelles et
fonctionnelles des adipocytes bruns, telles
que I'augmentation de I’expression de
genes spécifiques (SLC2A1 [GLUTI], PPAR-
GCIA [PGClY], NRFI et CPTIB), de I'acti-
vité mitochondriale et de la thermogenése.



Amélioration du métabolisme
énergétique chez des souris
transplantées avec les cellules
HUMBLE

Les pré-adipocytes HUMBLE ont été
transplantés dans le tissu sous-cutané
thoracique chez des souris immuno-défi-
cientes (souris BALB/c nude). Par ailleurs,
des pré-adipocytes blancs ou bruns issus
du méme donneur humain ont été trans-
plantés dans la méme zone chez d’autres
souris nude utilisées comme témoins. Les
trois groupes de souris ont été soumises
a un régime alimentaire riche en graisses,
commencé deux semaines avant la trans-
plantation et durant six semaines. Par
rapport aux souris transplantées avec
les pré-adipocytes blancs, les souris
transplantées avec des pré-adipocytes
HUMBLE, comme celles transplantées
avec les pré-adipocytes bruns, présen-
taient une amélioration significative du
métabolisme énergétique, avec notam-
ment une réduction de la prise de poids,
et une amélioration de la sensibilité a
I’insuline, de la tolérance au glucose et
de la réponse @ une exposition au froid.
Ce résultat a été confirmé avec des pré-
adipocytes HUMBLE et des pré-adipocytes
bruns provenant d’un autre donneur, et
également avec des adipocytes HUMBLE
matures et des adipocytes bruns matures.
Des résultats semblables ont été obtenus
avec un régime riche en graisses de plus
longue durée, commencé deux semaines
avant la transplantation des pré-adipo-
cytes et durant 14 semaines.

Il est remarquable que les pré-adipo-
cytes ou adipocytes matures HUMBLE ou
bruns qui ont été transplantés étaient
capables d’activer a distance le tissu
adipeux brun des souris, et d’y induire
ses effets métaboliques bénéfiques,
incluant notamment une augmentation
de la captation du glucose et une acti-
vation du programme de thermogenése.
Pour mieux comprendre cette observa-
tion, les auteurs ont réalisé des expé-
riences de co-culture in vitro, en mélan-
geant des adipocytes bruns (issus de
cultures primaires de cellules humaines
ou murines) avec des adipocytes blancs
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ou HUMBLE, ou en gjoutant le milieu de
culture contenant les facteurs sécrétés
par ces cellules. lls ont alors trouvé que
les adipocytes bruns mis en présence
des cellules HUMBLE présentaient une
augmentation de la captation de glu-
cose et une activation du programme de
thermogenese, qui étaient liées a une
élévation du métabolisme des nitrites/
nitrates dans les cellules HUMBLE. In
vivo, 'augmentation de la production
de monoxyde d’azote par les cellules
HUMBLE a conduit a I'activation a dis-
tance du tissu adipeux brun par I'in-
termédiaire des globules rouges (qui
peuvent fixer le monoxyde d’azote), et
donc a 'amélioration du métabolisme a
I’échelle de I’organisme entier.

Par ailleurs, il a été montré que le sérum
des souris transplantées avec les cellules
HUMBLE contenait de I"adiponectine
humaine, suggérant que ces transplants
de cellules HUMBLE se comportaient
comme un tissu endocrine capable de
sécréter des adipokines et d’autres fac-
teurs dans la circulation sanguine de
I’hote. Ainsi, des transplants de pré-
adipocytes humains génétiquement
modifiés pour exprimer UCPI ont induit,
chez les souris hotes, une activation a
distance du tissu adipeux endogene,
permettant une amélioration significa-
tive du métabolisme énergétique et une
activation de la thermogeneése.

Perspectives

Les résultats présentés dans cet article
ouvrent la voie a une nouvelle stratégie
thérapeutique dans I'obésité et la résis-
tance a Iinsuline, par inoculation de
cellules génétiquement modifiées, afin
de favoriser la dépense énergétique chez
les individus obéses et d’améliorer leur
tolérance au glucose. Une limitation de
cette étude est l'utilisation de souris
nude, afin d’éviter la réaction immuni-
taire dirigée contre les cellules humaines
transplantées. La déficience en cellules
immunitaires et en cytokines de ces sou-
ris peut en effet avoir biaisé les résultats
des tests métaboliques. Afin d’éviter une
réaction immunitaire due a I'expression

continue, par les cellules transplantées,
de dCas9 et des complexes moléculaires
associés, un article diffusé en prépubli-
cation dans BioRxiv présente une nou-
velle méthode permettant de délivrer un
complexe d’editing du génome ex vivo,
qui induit une extinction quasi-totale
de I’expression du géne NRIP1 (nuclear
receptor-interacting protein 1) codant un
suppresseur de la thermogenese dans les
adipocytes humains®.

Par ailleurs, pour produire les cellules
HUMBLE, Wang et al. ont utilisé des
cultures de cellules humaines immor-
talisées en partant de pré-adipocytes
issus de deux individus seulement. Or,
afin d’assurer I'innocuité de cette stra-
tégie de thérapie cellulaire, il faudrait
pouvoir recourir a des cultures primaires
(des cellules non immortalisées), ce
qui impliquerait de disposer d’un grand
nombre d’individus donneurs et d’adap-
ter le protocole d’editing du génome, qui
sera probablement moins aisé dans de
telles cellules. ¢
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