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RÉSUMÉ VULGARISÉ (VERSION FRANÇAISE) 

Une paUWie de l¶pneUgie iVVXe de noWUe alimenWaWion est stockée sous forme 

d¶acideV gUaV paU leV adipoc\WeV blancV dX WiVVX adipeX[ (TA) blanc. CeV acideV 

gras peuvent être redistribués comme source d'énergie aux autres organes en 

dehors des repas ou lors d'un exercice physique. D'autre part, les adipocytes bruns 

du TA brun ont une grande capacité à consommer les acides gras. Cependant, il a 

été observé que la quantité de ce tissu diminue avec l'âge ou en cas d'obésité. 

Récemment, il a été décrit des adipocytes de type brun localisés dans le TA blanc, 

on les appelle adipocytes beiges. Ces derniers sont issus de deux origines : de la 

différenciation des cellules souches du TA (ASC) et/ou de la conversion directe 

des adipocytes blancs en beiges. Le but de la thèse a été de caractériser les 

mécanismes moléculaires impliqués dans l'obtention d'adipocytes beiges et bruns 

paU deV WechniTXeV innoYanWeV de cXlWXUe d¶ASC hXmaineV eW en XWiliVanW Xn 

modèle de souris. 

 

 

 

POPULARIZED ABSTRACT (ENGLISH VERSION) 

Part of diet's energy is stored as fatty acids within white adipocytes constituting 

white adipose tissue (AT). These fatty acids could be redistributed as energy 

source to other organs between meals or during physical exercise. Brown 

adipocytes forming brown AT have the ability to highly consume these fatty acids. 

Of note, the amount of brown AT decreases drastically with aging or in obese 

patients. Recently, brown-like adipocytes located in white AT have been described 

and named beige adipocytes. This latter type of cell arises from two origins: by 

differentiation of AT stem cells (ASC) and/or from direct conversion of white-to-

beige adipocytes. The aim of the thesis was to characterize the molecular 

mechanisms needed for obtaining beige and brown adipocytes by innovative 

techniques of culture of human ASC and by studying a mice model.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RÉSUMÉ (VERSION FRANÇAISE) 

Les adipocytes sont les unités fonctionnelles du tissu adipeux (TA). Les 
adipoc\WeV blancV dX TA blanc aVVXUenW le VWockage eW la libpUaWion de l¶pneUgie aX 
Vein de l¶oUganiVme, pUincipalemenW VoXV foUme d¶acideV gUaV. A l¶oppoVp, leV 
adipocytes bruns du TA brun ont une grande capacité à consommer les acides 
gUaV paU l¶acWiYiWp de la pUoWpine UnCoXpling PUoWein 1 (UCP1). Enfin, il a été 
observé des adipocytes UCP1+ dans le TA blanc, notamment en réponse à une 
exposition au froid. Ces adipocytes sont appelés adipocytes beiges et sont issus 
de deX[ pUoceVVXV : d¶Xne paUW  Yia l¶adipogenqVe j paUWiU deV cellXleV 
VoXcheV/VWUomaleV mpVench\maWeXVeV dX TA (ASC), eW d¶aXWUe paUW paU la 
conversion des adipocytes blancs en beiges. Ce processus de conversion est 
réversible, ce qui montre le caractère très plastique de ces cellules. Le but de la 
thèse a été de caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans les 
pUoceVVXV d¶adipogenqVe eW de plaVWiciWp cellXlaiUe. Pour ce faire, nous avons 
XWiliVp deV modqleV innoYanWV de cXlWXUe d¶ASC hXmaineV eW UpaliVp deV 
expériences in vivo chez la souris. 

Compte tenu de la localisation péri-vasculaire et péricytaire des ASC in vivo, 
noXV noXV VommeV inWpUeVVpV j l¶XWiliVaWion dX milieX Endothelial Growth Medium 
2 (EGM2) pour leur expansion in vitro, comme une alternative aux méthodes de 
cXlWXUe SWandaUd (milieX de W\pe Eagle¶V mediXm VXpplpmenWp en VpUXm de YeaX 
f°Wal). NoV WUaYaX[ onW monWUp TXe le TGFȕ1 conWenX danV le VpUXm de cXlWXUe 
altérait le caractère immature des ASC par leur engagement dans des voies de 
différenciation de type ostéoblastique, chondroblastique et vasculaire musculaire 
lisse. Aussi, grâce à sa faible quantité en VpUXm, eW donc en TGFȕ1, le milieX 
EGM2 peUmeW de conVeUYeU l¶immaWXUiWp deV ASC en cXlWXUe ainVi TXe leXUV foUWeV 
capacités à se différencier en adipocytes, notamment vers le phénotype beige. 

D¶aXWUe paUW, noXV monWUonV TXe leV ASC TXi pUpVenWaienW Xn fort potentiel à 
générer des adipocytes beiges sur-exprimaient la protéine SOX2. Nos résultats 
monWUenW TXe l¶e[pUeVVion de SOX2 eVW poViWiYemenW coUUplpe d¶Xne paUW j la 
foUmaWion deV adipoc\WeV beigeV eW d¶aXWUe paUW j l¶acWiYaWion deV adipoc\WeV bUXnV 
in vivo chez la souris exposée au froid. De plus, une étude réalisée in vitro chez 
l¶hXmain paU l¶XWiliVaWion de deX[ modqleV d¶ASC, a UpYplp TXe la pUoWpine SOX2 
pWaiW VXUe[pUimpe loUV dX pUoceVVXV d¶adipogenqVe, eW ce d¶aXWanW plXV loUVTXe leV 
cellules étaient orientées vers une différenciation adipocytaire beige. Ainsi, SOX2 
semble être un facteur clé impliqué dans le potentiel de brunissement du TA et la 
plasticité des adipocytes in vivo et in vitro. 

CeWWe WhqVe a donc peUmiV d¶Xne paUW d¶amplioUeU la compréhension de 
l¶impacW deV condiWionV de cXlWXUe VXU la biologie deV ASC eW d¶aXWUe paUW de meWWUe 
en lumière des molécules impliquées dans la plasticité des adipocytes. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT (ENGLISH VERSION) 

Adipocytes are the functional units of adipose tissue (AT). Within white AT, 

white adipocytes contribute to both storage and release of energy within the 

organism, mainly in the form of fatty acids. On the other hand, brown adipocytes, 

from brown AT, have a high capacity to consume fatty acids. This results from the 

activity of the UnCoupling Protein 1 (UCP1). Finally, UCP1+ adipocytes have been 

described in white AT, notably in response to cold exposure. These adipocytes are 

named beige adipocytes and are generated through two pathways: on one hand 

via adipogenesis from adipose-derived mesenchymal stem/stromal cells (ASC), 

and on the other hand by conversion of white-to-beige adipocytes. Being a 

reversible process, beige conversion highlights the plasticity of these cells. The aim 

of the thesis was to characterize the molecular mechanisms involved in both 

processes, by using culture models of human ASC and in vivo mice models. 

Given the perivascular and pericyte localization of ASC in vivo, we 

investigated the use of Endothelial Growth Medium 2 (EGM2) for their in vitro 

expansion as an alternative to Standard culture conditions (Eagle's medium 

VXpplemenWed ZiWh feWal calf VeUXm). OXU UeVXlWV VhoZed WhaW Whe TGFȕ1 conWained 

in serum of culture medium altered the relative immature state of ASC. Indeed, 

TGFɴ1 induces their commitment toward osteoblastic, chondroblastic or vascular 

smooth muscle lineage. Also, the small amount of serum in EGM2 medium, and 

WhXV loZ TGFȕ1 concenWUaWion, pUeVeUYeV ASC immaWXUiW\ in cXlWXUe, aV Zell aV 

their strong capacities to differentiate into adipocytes, including beige phenotype. 

We showed that ASC with high potential to generate beige adipocytes over-

expressed SOX2 protein. Our results also showed that expression of SOX2 was 

positively correlated to both formation of beige adipocytes and to brown adipocytes 

activation in vivo in cold-exposed mice. In addition, using two types of human ASC 

models in vitro, we observed that SOX2 was overexpressed during adipogenesis, 

and even more when cells were differentiated into beige adipocytes. Thus, SOX2 

appears to be a key factor involved in AT browning potential and adipocyte 

plasticity in vivo and in vitro. 

This thesis has allowed the access to a better understanding of the impact 

of culture conditions on the biology of ASC and highlighted molecules involved in 

the plasticity of adipocytes. 
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE 
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 Les cellules souches/stromales mésenchymateuses (CSM) ont la capacité 

de se différencier selon des phénotypes variés, ces différents types cellulaires 

conWUibXanW j l¶hompoVWaVie eW j la UpgpnpUaWion WiVVXlaiUeV. AXVVi, ceWWe capaciWp de 

différenciation ouvre-t-elle de grands espoirs en médecine régénératrice et en 

ingénierie biologique de reconstruction tissulaire1. Par ailleurs, les propriétés 

immXnomodXlaWUiceV deV CSM aXgmenWenW l¶inWpUrW poUWp j ceV cellXleV poXU leV 

thérapies visant les maladies inflammatoires. 

 Les CSM sont utilisées aXjoXUd¶hXi danV pUaWiTXemenW 50% deV eVVaiV 

thérapeutiques de thérapie cellulaire2. Du fait de leur description originelle au sein 

de la moelle osseuse, les CSM issues de la moelle osseuse sont les plus utilisées 

en clinique (40% des essais cliniques1), suivies par les CSM dérivées de cordon 

ombilical (30%) eW deV CSM iVVXeV d¶aXWUeV oUigineV (20%). LeV CSM dpUiYpeV de 

tissu adipeux (TA) ne représentent actuellement que 10% des cellules utilisées 

danV leV eVVaiV WhpUapeXWiTXeV de CSM. OU, dX faiW de d¶Xne obWenWion moinV 

inYaViYe TX¶Xn pUplqYemenW mpdXllaiUe paU e[emple, de la poVVibiliWp d¶Xne 

utilisation par transfert autologue ou allogénique, et des rendements de collecte 

importants, les CSM dérivées de TA suscitent un intérêt croissant pour leur 

utilisation clinique. 

Les exigences pharmaceutiques nécessitent de caractériser précisément les 

cellXleV WhpUapeXWiTXeV, WanW VXU le plan dX phpnoW\pe TXe d¶en mavWUiVeU l¶pWaW de 

différenciation. Par ailleurs, les CSM dérivées de TA ont de bonnes capacités de 

différenciation dans les différentes formeV d¶adipoc\WeV3, qui sont des cellules dont 

la fonctionnalité au sein du TA dépasse le simple stockage lipidique. Ceci confère 

un intérêt supplémentaire à ce type de CSM, afin de développer des approches 

WhpUapeXWiTXeV conWUe leV maladieV dX TA WelleV TXe l¶obésité et les lipodystrophies. 

La maîtrise du devenir des CSM nécessite de caractériser les mécanismes 

moléculaires impliqués dans les processus de différenciation et de plasticité 

cellulaire. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 



 

  

Figure 1 : Constituants du TA 

 
Le TA représenté ici est le TA blanc car les adipocytes blancs qui le composent ont une 

unique grande vacuole lipidique qui occupe la majeure partie de la cellule. Les adipocytes blancs sont 

OH W\SH G¶DGLSRF\WHV OH SOXV DERQGDQW j O¶pFKHOOH GH O¶RUJDQLVPH. Tous les TA sont innervés et irrigués, 

PDLV OH 7A EUXQ O¶HVW GDYDQWDJH, ce qui lui confère d¶XQH SDUW une capacité de réponse aux stimuli du 

V\VWqPH QHUYHX[ HW G¶DXWUH SDUW GH SURSDJHU OD FKDOHXU TX¶LO SURGXLW j O¶HQVHPEOH GH O¶RUJDQLVPH. 

Adapté de : Shukla L, Morrison WA, Shayan R. Adipose-Derived Stem Cells in Radiotherapy Injury: A 

New Frontier. Front Surg 2, 1-12 (2015). 
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Chapitre 1 : Le tissu adipeux :  

Le tissu adipeux (TA) se développe che] le f°WXV à partir de la 14ème 

semaine de grossesse4. C¶est un tissu conjonctif lâche riche en cellules de 

stockage des graisses qui représente 20 à 30% de la masse totale du corps 

humain adulte. Ce chiffre varie en fonction du genre, de l¶kge, de l¶h\giqne de Yie et 

des pathologies qui peuvent toucher les individus 5. Il est constitué majoritairement 

d¶adipoc\WeV qui assurent la fonction du tissu (voir figure 1). D¶aXWUeV W\peV 

cellulaires composant le TA contribuent au support de cette fonction, les cellules : 

endothéliales, nerveuses, péricytaires, immunitaires, souches et progénitrices, ainsi 

que les fibroblastes qui sécrètent la matrice extracellulaire (MEC). Le TA est étudié 

par les pathologistes depuis plus de deux siècles. Au XVIIème siècle Malpighi décrit 

la structure du TA, et en 1837 le docWeXU DaYid CUaigie paUle dpjj d¶inflammaWion dX 

TA che] l¶hXmain6. Les découvertes scientifiques liées au TA se découpent en 3 

grandes étapes : il eVW danV Xn pUemieU WempV pWXdip che] l¶hXmain, puis à partir de 

la découverte de la leptine chez la souris en 1950 de nombreuses études sur ce 

modèle animal ont permis de faire des preuves de concept, qui ont été confrontées 

parallèlement aux observations faites chez l¶hXmain j paUWiU deV annpeV 2000.  

Il est en fait décrit plusieurs types de TA. On les distingue selon leur 

localisation, leur fonction et leur morphologie. Leur couleur est littéralement 

différente car leur contenu en mitochondries leur donne une teinte plus ou moins 

colorée. Les deux principaux TA décrits chez les mammifères sont le TA blanc et le 

TA bUXn, maiV il e[iVWe d¶aXWUeV TA aX[ coXleXUV inWeUmpdiaiUeV. 

1. Fonctions physiologiques du TA : 

Grâce aux adipocytes qui le composent, le TA assure différentes fonctions 

majeXUeV aX Vein de l¶oUganiVme. ToXWefoiV, la fonction principale des adipocytes 

est la gestion des substrats énergétiques, principalement les acides gras et les 

sucres7. Les adipocytes ont une forte capacité à stocker les substrats énergétiques, 

à libérer des métabolites dérivés des acides gras dans la circulation sanguine, ou à 

oxyder les acides gras. 

  



  

Figure 2 : Métabolisme des lipides au sein des adipocytes 

 
Lors des repas (feeding ; rose), les cellules β GX SDQFUpDV VpFUqWHQW GH O¶LQVXOLQH GDQV OD 

FLUFXODWLRQ VDQJXLQH. L¶LQVXOLQH HVW XQH KRUPRQH K\SRJO\FpPLDQWH TXL IDYRULVH O¶HQWUpH GX JOXFRVH HW 

des acides gras non estérifiés (FFA) au sein des adipocytes. Par le processus de glycolyse, le 

glucose est catabolisé en glycérol-3-phosphate. Ce dernier est estérifié par des enzymes, dont la 

diacylglycérol acyl transférase (DGAT), pour former des triacylglycérols (TG). Les TG sont stockés au 

sein de vacuoles lipidiques et servent de réserves énergétiques. En dehors des repas, la lipolyse 

permet la libération du glycérol et des FFA dans la circulation sanguine pour leur utilisation comme 

VXEVWUDWV pQHUJpWLTXHV SDU G¶DXWUHV RUJDQHV. A5 : Adrenergic Receptor ; ATGL : Adipose Triglyceride 

Lipase ; cAMP : cyclic adenosine monophosphate ; DG : DiacylGlycerol ; HSL : Hormono-Sensible 

Lipase ; IR : Insulin Receptor ; LPL : LipoProtein Lipase ; MG : MonoacylGlycerol ; PKA : Protein 

Kinase A ; SNS : Sympathetic Nervous System ; VLDL : Very Low Density Lipoprotein. 

Source : Luo L and Liu M. Adipose tissue in control of metabolism. Journal of Endocrinology 231, 77-

99 (2016). 
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a. Fonctions métaboliques 

Les fonctions métaboliques sont assurées majoritairement par le TA blanc et 

ne sont pas restreintes au stockage des acides gras comme on le pensait jusque 

dans les années 19408. La libération des acides gras dans la circulation sanguine 

en réponse j deV VignaX[ de l¶oUganiVme aVVXUe l¶approvisionnement des autres 

organes en substrats énergétiques (voir figure 2). Le TA blanc est majoritairement 

conVWiWXp d¶adipoc\WeV blancV TXi aVVXUenW ceV foncWionV. IlV contiennent une unique 

vacuole lipidique qui occupe la majeure partie de la cellule, et ils ne contiennent 

que peu de mitochondries, contrairement aux adipocytes bruns et beiges. Il n¶\ a 

pas de marqueur spécifique des adipocytes blancs car la majorité de leurs 

fonctions VonW commXneV j WoXV leV W\peV d¶adipoc\WeV. Mrme Vi ceUWainV 

marqueurs ont été proposés, notamment chez la souris, ils restent débattus. On 

retrouve notamment Tcf21, HoxC8, HoxC9, Agt et Slc16a129,10.  

i. Synthèse et stockage des graisses 

Les lipides issus du bol alimentaire sont transportés dans le sang sous forme 

de triacylglycérols (TAG) (3 acides gras et 1 glycérol) et de cholestérol estérifié ou 

non au sein de lipoprotéines appelées chylomicrons. Les TAG sont hydrolysés par 

la lipopUoWpine lipaVe localiVpe j la VXUface de l¶endoWhpliXm deV capillaiUeV du TA et 

des muscles. Les acides gras non estérifiés libérés pénètrent dans les adipocytes 

soit de manière passive du fait de leurs propriétés lipophiles, soit de manière active 

via des récepteurs tels que le Cluster of Differentiation (CD) 36 ou les Fatty Acid 

Transport Protein11. L¶inVXline faYoUiVe ce WUanVpoUW en induisant la transcription des 

gènes codant ces transporteurs et en favorisant leur translocation membranaire. 

L¶inVXline eVW Xne hoUmone h\pogl\cpmianWe VpcUpWpe paU leV cellXleV ȕ dX 

pancréas en réponse à une augmentation de la glycémie12. L¶inVXline faYoUiVe 

également l¶enWUpe de glXcoVe dans les adipocytes via des transporteurs 

spécialisés dénommés GLUT pour GLUcose Transporters. Le glucose est 

catabolisé par le processus de glycolyse, et donne aussi du glycérol. La 

bioV\nWhqVe deV TAG UpVXlWe de l¶eVWpUificaWion VXcceVViYe deV gUoXpeV alcool dX 

glycérol-3-phoVphaWe gUkce j Xn enVemble d¶en]\meV lipeV j la membUane dX 

réticulum endoplasmique. La lipogenèse peut se faire également de novo à partir 

de substrats non lipidiques tels que les carbohydrates, bien que ce processus ait 



 

Figure 3 : Analyse morphologique des adipocytes blancs  

 
Les adipocytes blancs ont une unique grande vacuole lipidique qui occupe la majorité de 

O¶HVSDFH FHOOXODLUH. LHV PLWRFKRQGULHV GHV DGLSRF\WHV EODQFV VRQW SHX DERQGDQWHV HW OHV FUrWHV 

mitochondriales sont peu développées. Photographie par microscopie électronique à transmission et 

UHSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH G¶XQ DGLSRF\WH EODQF FKH] OD VRXULV. N : noyau ; M : mitochondries ; L : 

vacuole lipidique. 

Adapté de : Villaroya F, Domingo P and Giralt M. Lipodystrophy associated with highly active anti-

retroviral therapy for HIV infection: the adipocyte as a target of anti-retroviral-induced mitochondrial 

toxicity. TRENDS in Pharmacological Sciences (26), 88-93 (2005). 

Figure 4 : Explant de lobule de dermolipectomie abdominale humaine  

 
Le TA, traversé par des capillaires sanguins (flêches), contient de nombreux adipocytes 

blancs reconnaissables par leur grande vacuole lipidique uniloculaire. Dissection : 5 mm3 ; Barre 

G¶pFKHOOH : 100 µm ; microscopie optique.  

Source : Hélène Leménager, STROMALab. 
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lieu principalement au niveau du foie. Les TAG ainsi formés sont stockés et 

mainWenXV aX Vein d¶Xne YpVicXle XniTXe appelpe YacXole lipidique qui occupe la 

plus grande partie du cytoplasme de la cellule, repoussant les organites à la 

périphérie cellulaire (voir figures 3 et 4).  

Un adipocyte blanc peut ainsi mesurer de 25 à 200 µm de diamètre selon 

l¶pTXilibUe de la balance énergétique et le flux d¶acides gras13,14. La vacuole 

lipidiTXe eVW enWoXUpe d¶Xne fine monocouche de phospholipides et de nombreuses 

protéines comme la périlipine et cell-death-inducing DFFA-like effector (CIDE) C qui 

permettent son maintien structural et fonctionnel15. Découverte en 1991, la 

périlipine est localisée en périphérie de la vacuole lipidique et inhibe la lipolyse des 

TAG 16,17. La protéine Fsp27 (ou CIDEC) permet le maintien de la structure de la 

gouttelette lipidique sous forme uniloculaire. En effet, une mutation de ce gène est 

associé à un phénotype d¶adipoc\WeV multiloculaires chez la souris18 et à une 

lipodystrophie chez l¶hXmain. Cette lipodystrophie est associée à une incapacité 

fonctionnelle du TA à stocker les graisses19. À noter que le phénotype uniloculaire 

des adipocytes in vivo n¶eVW paV UeWUoXYp in vitro dans des conditions de culture 

classique en deux dimensions. Toutefois, de nouveaux modèles très récents 

d¶oUganowdeV oX d¶e[planWV cultivés en trois dimensions permettent de maintenir ex 

vivo des adipocytes uniloculaires comme c¶eVW le caV in vivo20,21.  

ii. Libération des graisses : lipolyse 

Les adipocytes onW d¶aXWUeV foncWionV TXe le VWockage deV gUaiVVeV. En 

1956, GoUdon dpmonWUe che] l¶homme TXe les acides gras peuvent être libérés du 

TA dans la circulation sanguine22. Effectivement, en réponse à une stimulation par 

des signaux de beVoin pneUgpWiTXe de l¶oUganiVme, paU e[emple en ppUiode de 

je�ne oX loUV d¶Xn exercice physique, les réserves de TAG sont hydrolysées et 

libpUpeV danV la ciUcXlaWion VangXine VoXV foUmeV d¶acideV gUaV non eVWpUifipV paU 

un processus appelé lipolyse23. En réponse aux catécholamines, la périlipine est 

phosphorylée par la Protein Kinase A (PKA)17, inhibant ainsi son effet inhibiteur, et 

les protéines liées aux acides gras comme les Fatty Acids Binding Protein (FABP) 

faYoUiVenW l¶accqV deV lipaVeV aX[ TAG. LeV TAG VonW h\dUol\VpV VpTXenWiellemenW 

aYec Xne libpUaWion d¶acide gUaV libUe j chaTXe pWape : ils sont transformés en 

diac\lgl\cpUol paU l¶Adipose Triglycéride Lipase (ATGL)24, puis en monoacylglycérol 
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par la Lipase Hormono-Sensible (HSL) découverte au début des années 1960, et 

enfin en acide gras libre et glycérol par la MonoGlycéride Lipase. Ces acides gras 

VeUonW enVXiWe XWiliVpV paU d¶aXWUeV oUganeV comme VXbVWUaWV pneUgpWiTXeV gUkce j 

la ȕ-oxydation mitochondriale25. Au contraire des acides gras à chaîne courte qui 

peuvent directement traverser les membranes, les acides gras à longue chaîne 

sont transportés dans la matrice mitochondriale par les navettes carnitine25. Les 

acideV gUaV libUeV VonW enVXiWe acWiYpV paU l¶Ac\l-CoA Synthetase et sont ȕ-oxydés. 

La ȕ-oxydation des acides gras libère de l¶pneUgie chimique d¶Xne paUW sous forme 

de co-enzymes réduits riches en électrons à haut potentiel énergétique tels que le 

NADH,H+ et le FADH2, qui peuvent alimenter la chaîne respiratoire mitochondriale, 

eW d¶aXWUe paUW VoXV foUme d¶acpW\l-CoA dont le groupe acétyle est oxydé par le 

cycle de Krebs (cycle de l¶acide ciWUiTXe) poXU donneU deV co-enzymes réduits. 

L¶pneUgie libpUpe paU le WUanVfeUW d¶plecWUonV peUmeW la gpnpUaWion d¶Xn gUadienW 

plecWUochimiTXe de pUoWonV de paUW eW d¶aXWUe de la membUane inWeUne 

mitochondriale. Le transfert des protons dans la matrice mitochondriale est couplé 

j la V\nWhqVe d¶Adénosine Tri Phosphate (ATP) Yia l¶ATP V\nWhaVe. La ɴ-oxydation 

deV acideV gUaV pUodXiW daYanWage d¶pneUgie TXe l¶o[\daWion dX glXcoVe du fait de 

la TXanWiWp VXppUieXUe d¶acpW\l-CoA TX¶ilV dpliYUenW, et in fine de composés réduits 

TX¶ilV appoUWenW j la chavne UeVpiUaWoiUe miWochondUiale. Le rendement de 

l¶o[\daWion dX palmiWaWe (à 16 carbones) par exemple, un acide gras simple, est de 

129 molpcXleV d¶ATP. CompaUaWiYemenW, Xne molpcXle de glXcoVe (à 6 carbones) 

pUodXiW 30 j 32 molpcXleV d¶ATP. Le TA eVW donc aX cenWUe de l¶hompoVWaVie 

énergétique et une altération de son fonctionnement peut avoir des conséquences 

dramatiques poXU l¶indiYidX. 

  



  

Figure 5 : Localisations du TA che] l¶humain 

  
Cryocoupes WUDQVYHUVDOHV GX FDGDYUH G¶XQ KRPPH (JRVHSK 3DXO JHUQLJDQ, 39 DQV - à 

JDXFKH) HW G¶XQH IHPPH (6XVDQ 3RWWHU, 87 DQV - à droite). Le TA sous-cutané est de couleur blanc 

laiteux à la surface du corps entre le fascia musculaire et la peau et entoure certains organes 

internes. 

SoXUce : ³ViVible HXman PUojecW´ (NaWional LibUaU\ of Medicine) 
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b. Protection mécanique 

Le TA blanc assure également un rôle de protection mécanique dans 

ceUWaineV UpgionV de l¶oUganiVme exposées aux frottements et compressions (voir 

figure 5). On référence par exemple du TA mécano-protecteur au niveau des 

articulations (dépôt adipeux infrapatellaire du genou26, «), deV piedV (dpp{W 

adipeux sous-calcanéen27, «), deV mainV, deV feVVeV, de la mkchoiUe28, « AX Vein 

de ceV WiVVXV, le TA peUmeW la foncWion de gliVVemenW oX d¶amoUWi gUkce aX[ 

gUaiVVeV TX¶il conWienW. 

Parmi les TA blancs viscéraux mécano-protecteurs, le TA péri-cardique est 

le mieux décrit29. On y répertorie le TA épi-cardique, localisé entre le péricarde et le 

myocarde, le TA myocardique qui coUUeVpond j deV clXVWeUV d¶adipoc\WeV infilWUpV 

dans le myocarde, et le TA péri-coronaire qui entoure les artères coronaires. Le 

volume de ces dépôts adipeux est positivement corrélé à l¶kge eW au tour de taille. 

De même, il est plus important chez les hommes que les femmes, et chez les 

personnes de type caucasien30. On estime à 100g la masse de ce tissu chez un 

indiYidX Vain, eW jXVTX¶j 900g che] Xn indiYidX obqVe31. De manière physiologique 

ce TA a un rôle de protection mécanique en réponse aux battements cardiaques et 

de sécrétions paracrines qui contribuent à l¶hompoVWaVie glXcidiTXe eW lipidiTXe dX 

myocarde32. Cependant, du fait de son lien étroit avec le myocarde, un 

dérèglement de ce TA contribue aux pathologies cardiovasculaires associées à 

l¶obpViWp : inVXffiVance caUdiaTXe, aWhpUoVclpUoVe, inflammaWion, fibUoVe, «  

Le corps adipeux de la bouche, décrit depuis 1732 par Lorenz Heister, est 

aussi appelé depuis 1829 « boule graisseuse de Bichat ». Ce tissu mal défini est 

connu pour son rôle protecteur de la bouche vis-à-vis des frottements de la 

mâchoire. Le contenu graisseux de ce tissu est doté d'une certaine élasticité qui lui 

permet d'épouser les changements de volume musculaire lors des contractions de 

la mâchoire. Il joue également le rôle d'amortisseur biomécanique des mouvements 

complexes d'élongation et de relâchement du conduit parotidien. Ceci pourrait 

expliquer la taille plus importante du prolongement buccal chez l'enfant, chez qui 

cette fonction d'amortissement a une importance capitale lors des mouvements de 

succions répétées33. Cependant, la nature de ce tissu est peu décrite. Une étude a 

montré que ce TA aurait un phénotype brun chez le nouveau-né, puis existerait 



Table 1 : Liste non exhaustive des facteurs sécrétés par le TA 

Adipokine Type protéique Fonction Références 

Leptine Hormone 
Satiété et dépense 

énergétique 
humain48,54, souris55 

71FĮ 
Cytokine 

inflammatoire 
Lipolyse (et 

insulinorésistance) 
humain53, rat56 

IL-6 
Cytokine 

inflammatoire 

↗ acides gras libres 
circulants (et 

insulinorésistance) 
humain53,57 

Adiponectine Adipokine 
Anti-inflammatoire, 

dépense énergétique (et 
insulinosensibilité) 

humaine58,59 

MCP-1 
Chimiokine 

inflammatoire 

Recrutement des 
monocytes et macrophages 

dans le tissu 
souris60,61 

PAI-1 Protéine 
Inhibe la fibrinolyse (et 

insulinorésistance) 
humain53, rat62 

Résistine Adipokine 
↗ VpFUpWLRQ 71FĮ HW IL-6 (et 

insulinorésistance) 
souris63 

Apeline Peptide 
Hypoglycémiant (et 
insulinosensibilité) 

humain64, boeuf65, souris66 

Lipoprotéine 
Lipase (LPL) 

Enzyme Métabolisme des lipides souris67 

Apolipoprotéine M Apolipoprotéine insulinosensibilité humain68 

miRNAs Petits ARN 
5pJXODWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ 

des gènes 
souris69 

Autres exemples de facteurs sécrétés : Adipsine (complement factor D), Complement factor 
B, Cholesterol Ester Transfer Protein (CETP), Apolipoprotein E 

Batokine Type protéique Fonction Références 

IL-6 
Cytokine 

inflammatoire 
↗ browning humain46, souris70 

FGF21 
Facteur de 
croissance 

↗ browning humain71 

BMP8b Cytokine ↗ browning humain72 

CXCL14 Chimiokine 
↗ polarisation 

macrophages M2 et 
browning 

souris73 

IL-8 
Cytokine 

inflammatoire 
↗ browning humain46 

MCP-1 
Chimiokine 

inflammatoire 
↗ browning humain46 

Adenosine Nucléoside ↗ browning humain74 

Prostaglandine E2 Prostaglandine 
↗ browning (et 

insulinosensibilité) 
humain75 

sLR11 Récepteur insulinorésistance humain76 
Meteorin-like Hormone ↗ browning humain77 
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Velon Xn phpnoW\pe blanc j paUWiU de l¶enfance34. AXjoXUd¶hXi, le coUpV adipeX[ de la 

boXche eVW d¶inWpUrW cliniTXe poXU de la gUeffe buccale de TA, oX de l¶ingpnieUie 

tissulaire osteo-chondUale j paUWiU deV ASC TX¶il conWienW35. 

c. Isolation thermique 

Le TA joue aussi le rôle d¶iVolanW WheUmiTXe36. Le TA majoritairement 

impliqué dans cette fonction est le TA dermique, principalement localisé au niveau 

du follicule pileX[ che] l¶hXmain37. AloUV TX¶il eVW bien dplimiWp dX TA VoXV-cutané 

chez la souris38, la diVWincWion enWUe leV deX[ W\peV de TA che] l¶hXmain eVW plXV 

confuse car la limite musculaire y est moins claire, excepté au niveau de la 

nuque39. Il a été montrp TXe deV VoXUiV a\anW Xne diminXWion de 75% d¶ppaiVVeXU 

de leur TA dermique étaient plus sensibles au froid (4°C) que des souris Wild-

Type40. Certains animaux entrent en torpeur, un état de semi-coma, mesuré par la 

diminution de la température corporelle, de la fréquence cardiaque et de la 

conVommaWion d¶o[\gqne. La diminXWion de la foncWion d¶iVolaWion dX TA deUmiTXe 

V¶accompagne de la VXU-activation compensatrice du TA brun (voir chapitre 

production de chaleur), et de la consommation des réserves de glycogène au 

niveau du foie.  En outre ses capacités de protection thermique, ce TA participe 

également à la croissance du follicule pileux chez la souris41, la régénération après 

une blessure42, et la protection de la peau contre les infections43. 

d. Fonction endocrine 

DepXiV l¶idenWificaWion dX gqne de la lepWine che] la VoXUiV en 195044 et chez 

l¶homme en 199445 eW Von implicaWion danV l¶obpViWp, le TA eVW très étudié pour ses 

sécrétions endocrines. Le TA est effectivement un organe endocrine à part entière 

pXiVTX¶il VpcUqWe de nombUeXVeV molpcXleV (voir table 1). Le TA blanc sécrète des 

adipokines tandis que le TA brun sécrète des batokines. Ces molécules peuvent 

agir de manière autocrine46 (action sur la cellule sécrétrice), paracrine (action sur 

leV cellXleV YoiVineV) oX endocUineV (acWion j l¶pchelle de l¶oUganiVme Yia la 

circulation sanguine). L¶acWiYiWp endocUine dX TA blanc VoXV-cutané a été montré 

vis-à-vis du cerveau, du foie, du pancréas, des reins, et des autres TA47. La leptine, 

du grec ancien leptos qui signifie fin, mince ou ténu est aussi appelée hormone de 

la satiété48. Sécrétée par le TA et transportée par la circulation sanguine de 

manière libre ou en interaction avec son récepteur protecteur ObRe, elle traverse la 
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baUUiqUe hpmaWoencpphaliTXe eW agiW diUecWemenW aX niYeaX de l¶h\poWhalamXV Yia 

ses récepteurs ObRa, ObRb ou ObRc et une signalisation Janus Kinase 249. La 

leptine acWiYe d¶Xne part des neurones anorexigènes de type pro-opiomélanocortine 

pour la libération de neuropeptides de type Į-Melanocyte Stimulating Hormone, 

cocaïne, Corticotropin-Releasing Hormone  et Cocaïne- and Amphetamine-

Regulated Transcript, et inhibe d¶aXWUe paUW deV neXUopepWideV oUe[igqneV de W\pe 

Neuropeptide Y, Melanin Concentrating Hormone, orexine et Agouti Related 

Peptide50,51. Ainsi, en agissant sur ces neurones au niveau central, la leptine agit 

d¶Xne part en diminuant la prise alimentaire, eW d¶aXWUe paUW en aXgmenWanW la 

sensation de satiété ainsi que la dépense énergétique globale. Cette hypothèse 

aYaiW pWp pnoncpe poXU la pUemiqUe foiV paU Kenned\ che] le UaW en 1953, VanV TX¶il 

n¶identifie le facteur52. La leptine est un paramètre représentatif de la quantité de 

masse adipeuse, car sa sécrétion est positivement corrélée à l¶h\peUWUophie deV 

adipocytes (augmentation de la taille des adipocytes) chez la souris. Vers les 

années 90 il est décrit de nombreux autres facteurs sécrétés par le TA tels que 

l¶adiponecWine (ADIPOQ), l¶adipVine eW le WXPRXU QecURVLV facWRU Į (TNFĮ). 

AujoXUd¶hXi on dpnombUe plXV de 50 facteurs sécrétés. Exceptées la leptine et 

l¶adiponecWine VppcifiTXemenW VpcUpWpeV paU leV adipoc\WeV, leV aXWUeV facWeXUV sont 

sécrétés également par les autres cellules du TA53. 

e. Production de chaleur 

LeV mammifqUeV VonW endoWheUmeV, c¶eVW-à-diUe TX¶ilV pUodXiVenW leXU pUopUe 

chaleur, avec une régulation permettant de maintenir le milieu intérieur à environ 

37-38°C, eW VonW en capaciWp de V¶adapWeU aX[ YaUiaWionV WheUmiTXeV dX milieX 

e[WpUieXU. La WheUmogenqVe eVW le pUoceVVXV biologiTXe paU leTXel l¶oUganiVme 

produit de la chaleur. Elle se fait selon 2 processus : la thermogenèse de frissons 

par les muscles squelettiques, selon un processus biomécanique de frottements78, 

et la thermogenèse sans frissons par les adipocytes bruns du TA brun et les 

adipocytes beiges du TA blanc, selon un processus biochimique exothermique. Ces 

adipoc\WeV pUodXiVenW de la chaleXU gUkce j l¶e[pUeVVion VppcifiTXe de la pUoWpine 

découplante UnCoupling Protein (UCP) 1  au sein de leurs très nombreuses 

miWochondUieV. CeWWe deUniqUe dpcoXple l¶enWUpe deV pUoWonV danV la maWUice 

miWochondUiale de la V\nWhqVe d¶ATP, ce TXi accplqUe de nombUeXVeV UpacWionV 

biochimiTXeV o[\daWiYeV e[oWheUmiTXeV. Ceci d¶Xne paUW aXgmenWe la libpUaWion de 



  

Figure 6 : Localisations du TA brun che] l¶humain 

 
18F-FDG-PET-SCAN chez des humains gardés à thermoneutralité (22°C ; à gauche) ou mis 

au froid pendant 2h (16°C ; milieu) ou pendant 10 jours à raison de 6h/jour (15-16°C ; à droite). Les 

]RQHV QRLUHV FRUUHVSRQGHQW j O¶LQWHUQDOLVDWLRQ GH JOXFRVH DX VHLQ GHV WLVVXV TXL HQ VRQW JUDQG 

consommateurs : le cerveau, le TA EUXQ HW (OH F°XU, QRQ YLVLEOH LFL). 2Q GpWHFWH GX 7A EUXQ DX QLYHDX 

cervical, supraclaviculaire, axillaire,  paraspinal, mediastinal, périrénal et abdominal. 

Source : Boon MR and  van Marken Lichtenbelt WD. Brown Adipose Tissue: A Human 

Perspective. Hand  exp pharmacology 233, 301-319 (2016) 
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chaleXU eW d¶aXWUe paUW aXgmenWe la conVommaWion de VXbVWUaWV WelV TXe leV VXcUeV 

et les graisses stockés dans leurs vésicules. Le TA brun est un TA richement 

YaVcXlaUiVp, ce TXi peUmeW de pUopageU UapidemenW la chaleXU pUodXiWe j l¶pchelle 

de l¶oUganiVme79. 

i. Les TA thermogéniques 

Le TA bUXn a d¶aboUd pWp dpcUiW en WanW TXe © glande d¶hibeUnaWion » 

permettant de maintenir la température corporelle des animaux hibernants. Il est 

décrit che] l¶hXmain dqV le dpbXW dX XXème siècle comme une glande produisant de 

la chaleur au niveau inter-scapulaire au niveau de la nuque des nouveaux-nés et 

che] l¶adXlWe80±82. De grandes quantités de ce tissu ont notamment été décrites 

che] deV WUaYailleXUV de l¶e[WpUieXU (b�cheUonV, peinWUeV, chaUpenWieUV, feUmieUV, «) 

en 198183. GUkce j l¶imageUie paU 18F-FluoroDesoxyGlucose Tomographie à 

Émission de Positrons-Scan (18F-FDG PET-Scan, glucose radiomarqué non 

métabolisable par la cellule), on découvre par inadvertance en 2002 que le TA brun 

eVW gUand conVommaWeXU de glXcoVe che] l¶homme adXlWe84. Dans ce type 

d¶imageUie, le glXcoVe ppnqWUe eW V¶accXmXle danV la cellXle conVommaWUice o� il 

émet une fluorescence qui est détectée par IRM. À cette époque, principalement 

utilisée pour la détection des cellules cancéreuses (grandes consommatrices de 

glucose), le 18F-FDG-PET-SCAN révélait systématiquement un marquage 

symétrique au niveau supraclaviculaire : le TA brun85. Depuis, cette technique est 

laUgemenW XWiliVpe poXU l¶pWXde dX TA bUXn, bien TX¶il e[iVWe Xne gUande 

hétérogénéité de réglages pouvant rendre difficile la comparaison entre études 

différentes86. Entre 2007 et 2009 quatre études clés démontrent que le TA brun est 

acWif eW hpWpUogqne che] l¶hXmain eW TX¶il aXgmenWe en UpponVe j Xne e[poViWion aX 

fUoid maiV diminXe en caV d¶obpViWp eW aX coXUV dX YieilliVVemenW87±90. Ce TA est 

localiVp che] l¶homme adXlWe aX niYeaX ceUYical, VXpUa-claviculaire, axillaire,  para-

spinal, médiastinal, abdominal, et également péri-rénal chez le nouveau-

né80,82,86,87,91±93 (voir figure 6). Le TA brun actif représente environ 4.3% de la 

maVVe gUaVVe WoWale d¶Xn indiYidX adXlWe86. Mais sa pureté de constitution cellulaire 

est discutée car du TA blanc entoure le TA brun. Il semblerait que ce TA blanc 

deYienne majoUiWaiUe aX coXUV dX YieilliVVemenW eW de l¶obpViWp80,86,91,94. Il est décrit 

un gradient de W\peV d¶adipoc\WeV en fonction de la profondeur dans la nuque : du 

TA blanc puis beige puis brun87. Il est souvent indiqué dans la littérature que la 



 

  

Figure 7 : Analyse morphologique des adipocytes bruns 

 
Les adipocytes bruns sont multiloculaires et enrichis en mitochondries. Leurs mitochondries 

ont des crêtes parallèles très développées qui expriment UCP1. Photographie par microscopie 

pOHFWURQLTXH j WUDQVPLVVLRQ HW UHSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH G¶XQ DGLSRF\WH EUXQ FKH] OD VRXULV. N : 

noyau ; M : mitochondrie ; L : vacuole lipidique. 

Adapté de : Villaroya F, Domingo P and Giralt M. Lipodystrophy associated with highly active 

anti-retroviral therapy for HIV infection: the adipocyte as a target of anti-retroviral-induced 

mitochondrial toxicity. TRENDS in Pharmacological Sciences (26), 88-93 (2005) 

Figure 8 : Différents types d¶adipocytes 

 
MRUSKRORJLH GH GLIIpUHQWV W\SHV G¶DGLSRF\WHV FKH] OD VRXULV. LHV DGLSRF\WHV EODQFV GX 7A 

blanc inguinal (panneau de gauche) ont une unique grande vacuole lipidique. Les adipocytes bruns 

du TA brun inter-scapulaire (panneau du milieu) sont multiloculaires et riches en mitochondries. 

L¶DFWLYDWLRQ SKDUPDFRORJLTXH FKURQLTXH GHV UpFHSWHXUV β3-adrénergiques induit le « browning » du 

7A EODQF LQJXLQDO, F¶HVW-à-GLUH O¶DSSDULWLRQ G¶DGLSRF\WHV EHLJHV PXOWLORFXODLUHV SDUPLV OHV DGLSRF\WHV 

blancs uniloculaires (panneau de droite). MLFURVFRSLH pOHFWURQLTXH j EDOD\DJH. BDUUH G¶pFKHOOH = 50 

µm. 

Source : Bartelt A and Heeren J. Adipose tissue browning and metabolic health. Nat Rev Endocrinol 

1, 24-36 (2014) 
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pUpVence dX TA bUXn che] l¶hXmain adXlWe pWaiW Xne gUande inWeUUogaWion non 

résolue avant les années 2000. Effectivement, il y a eu comme un oubli 

bibliographique au cours du XXème siècle : décrit en 1908 puis oublié, décrit à 

nouveau dans les années 60-70 puis oublié, et enfin redécouvert au début du 

XXIème siècle avec le 18F-FDG-PET-SCAN. Sa forte consommation de lipides chez 

l¶humain95 et le rongeur96, et sa capacité à réduire l¶inVXlinoUpViVWance eW l¶obpViWp 

che] l¶humain97±99 et la souris70,100, en font actuellement un espoir thérapeutique 

majeur dans ces pathologies.  

Les molécules participant à la mitochondriogenèse et au maintien de 

l¶acWiYiWp miWochondUiale VonW VXUe[pUimpeV danV leV adipoc\WeV bUXnV paU UappoUW 

aux adipocytes blancs et sont nécessaires à leur fonction (voir chapitre 

adipogenèse et figure 7). On retrouve ainsi Peroxisome proliferator activated 

receptor gamma coactivator 1 alpha (PGC1Į), facteur maître de la 

mitochondriogenèse, PR Domain Containing 16 (PRDM16), Tfam, « Par rapport 

aux adipocytes beiges, les adipocytes bruns surexpriment également, chez la 

souris, Lhx18, Eva1 et Pdk4. Quant à Zic1, il est un marqueur admis de ces cellules 

che] l¶hXmain eW la VoXUiV87. Le seul marqueur discriminant actuellement les 

adipocytes bruns des blancs est la protéine UCP1. CependanW, d¶aXWUeV cellXleV 

l¶e[pUimenW pgalemenW : les adipocytes beiges.  

On découvre en 1992, que des adipocytes de type brun apparaissent dans 

le TA blanc de rats exposés au froid101 (voir figure 8). On paUle j l¶ppoTXe 

d¶adipoc\WeV brown-in-white ou brite, mrme Vi l¶appellaWion beige eVW deYenXe 

majoUiWaiUe aXjoXUd¶hXi du fait de leur couleur chez la souris. Les adipocytes beiges 

apparaissent dans le TA blanc en réponse à différents stimuli ou dans certaines 

conditions telleV TXe l¶e[poViWion aX fUoid102±104 par stimulation adrénergique, en 

UpponVe j l¶e[eUcice ph\ViTXe105,106 par acWion de l¶iUiVine bien TXe ce VoiW 

discuté107, en cas de phéochromocytome108 par stimulation adrénergique, chez les 

grands brûlés109 par stimulation adrénergique, lors d¶Xne cache[ie indXiWe dans 

certains cancers110, oX encoUe danV ceUWainV caV d¶oVVificaWion ecWopiTXe poVW-

traumatique111. Les adipocytes beiges expriment des marqueurs qui leurs sont 

pUopUeV, ce TXi en faiW Xn W\pe d¶adipoc\WeV j paUW enWiqUe71,112. Chez la souris, ils 

surexpriment notamment Cd137, Tmem26, Tbx1, Cited1 et Shox2. Les adipocytes 

beiges sont dits inductibles car ils apparaissent/disparaissent dans les conditions 
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énoncées ci-dessus. Il est également décrit chez la souris des adipocytes beiges 

diWV doUmanWV, c¶eVW-à-dire activables rapidement en adipocytes beiges fonctionnels 

et différents des adipocytes blancs104. 

ii. La production de chaleur par thermogénèse sans 

frissons 

Le cytoplasme des adipocytes bruns et beiges est enrichi en mitochondries, 

ce qui leur donne leur couleur brune ou beige et leur nom. Il est théoriquement 

admis que les adipocytes beiges ont moins de mitochondries que les bruns. Plus 

petits que les adipocytes blancs (15 à 60 µm de diamètre), ils ont de nombreuses 

petites gouttelettes lipidiques qui sont « brûlées », ce qui produit de la chaleur 

gUkce j l¶acWiYiWp de la pUoWpine UCP1113. Historiquement appelé thermogénine, 

UCP1 appartient à la famille des UCPs qui comprend 6 membres114,115. Alors 

TX¶UCP1 eVW e[pUimpe XniTXemenW danV le TA bUXn eW beige, eW TX¶UCP3 n¶eVW 

exprimée que dans le muscle squelettique, le muscle cardiaque, et les TA, UCP2 a 

une expression ubiquitaire. UCP2 et UCP3 ont un rôle dans la limitation de la 

production mitochondriale d¶eVpqceV UpacWiYeV de l¶o[\gqne 116 et contribuent, de 

maniqUe minoUiWaiUe paU UappoUW j UCP1, aX WUanVpoUW deV pUoWonV de paUW eW d¶aXWUe 

de la membrane interne mitochondriale117 et au métabolisme basal chez 

l¶hXmain118. Quant à eux, UCP4 et UCP5 sont principalement exprimés au niveau 

du système nerveux central au sein duquel ils joueraient un rôle protecteur contre 

les neurotoxines119. DeV WUaYaX[ UpcenWV onW monWUp TX¶UCP5 eW UCP6 aVVXUenW 

principalemenW l¶e[poUW miWochondUial d¶anionV inoUganiTXeV de W\pe VXlfiWe eW 

thiosulfate120. Ces canaux peuvent également transporter des dicarboxylates tels 

TXe le malonaWe, le malaWe eW le ciWUamalaWe, ainVi TXe de l¶aVpaUWaWe. L¶UCP 

majoritairement décrit est UCP1. UCP1 a été découverte en 1978 par Heaton et 

al121 après des études préliminaires réalisées en 1969122,123 et 1976124. Séquencé 

en 1990125, le gène UCP1 code une protéine de 307 acides aminés organisés en 6 

domaines transmembranaires entrecoupés de boucles. UCP1 comprend 3 

domaines homologXeV de 11 kDa oX Xne cenWaine d¶acideV aminpV126, et appartient 

ainsi à la classe des transporteurs mitochondriaux Solute Carrier (SLC) 25A. UCP1 

est décrit comme un canal ionique de 33 kDa qui permet un flux de protons H+ 

oUienWp paU le gUadienW indXiW paU la chaine UeVpiUaWoiUe, de l¶eVpace inWeU-

membranaire vers la matrice mitochondriale127. UCP1 représente 0.7 nmol/mg de 



 

  

Figure 9 : Activation de la thermogenèse dans les adipocytes beiges et bruns par les 

catécholamines et les peptides natriurétiques  

 
Les neurones du système nerveux sympathique libèrent des catécholamines de type norepinephrine 

(1E), TXL VH OLHQW DX[ UpFHSWHXUV GH W\SH ȕ-DGUpQHUJLTXH. CHWWH IL[DWLRQ FRQGXLW j O¶DFWLYDWLRQ GH O¶DGHQ\O\O F\FODVH 

(AC), j XQH DXJPHQWDWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ HQ AM3F LQWUDFHOOXODLUH, HW j O¶DFWLYDWLRQ GH OD 3KA. 3DU DLOOHXUV, OHV 

SHSWLGHV QDWULXUpWLTXHV (13) VpFUpWpV SDU OH F°XU VH OLHQW au récepteur 1SUD. CHWWH IL[DWLRQ FRQGXLW j O¶DFWLYDWLRQ 

de OD JXDQ\O\O F\FODVH (GC), XQH DXJPHQWDWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ LQWUDFHOOXODLUH GH GM3F, HW O¶DFWLYDWLRQ GH OD 

3KG. LHV 3KA HW 3KG DFWLYpHV SKRVSKRU\OHQW CUHE HW OD S38 MA3K, TXL DFWLYHQW 3GC1Į. CH GHUQLHU YD LQGXLUH OD 

mitochondriogenèse et la transcription du gène UCP1. En parallèle, les PKA et PKG induisent la lipolyse et les 

acides gras libérés activent les canaux mitochondriaux UCP1. Ce dernier dissipe le gradient électrochimique de 

protons et augmente la libération de chaleur. 

Source : Harms M. and Seale P. Brown and beige fat: development, function and therapeutic potential. 

Nature Medicine (19), 1252-1263 (2013) 
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protéines totales de la membrane interne mitochondriale de TA brun de hamster, 

soit 6 à 10% des protéines121. Comparativement, les 50 autres membres de la 

famille SLC25A ne sont pas exprimés à plus de 20 pmol/mg de protéines. De 

nombreuses études biochimiques ont suivi pour comprendre les mécanismes et les 

régulations de ce canal particulier127. 

LoUV d¶Xne e[poViWion aX fUoid, la Yoie ȕ-adrénergique des adipocytes bruns 

et beiges est activée par le système nerveux sympathique (voir figure 9). En 

conséquence, une cascade de signaliVaWion paVVanW paU l¶AMPc eW la PKA condXiW 

d¶Xne paUW j la WUanVcUipWion de l¶ARNm d¶UCP1 eW d¶aXWUe paUW j la lipolyse qui 

active leV canaX[ inacWifV d¶UCP1. La transcription d¶UCP1 est activée par de 

nombreux facteurs, se fixant tant sur son promoteur distal que proximal128. CREB 

se fixe sur le ViWe CRE dX pUomoWeXU pUo[imal d¶UCP1, induisant directement sa 

transcription. En parallèle, il active également la transcription de DIO2 qui est 

impliTXp danV l¶acWiYaWion de la Yoie deV hoUmoneV Wh\UowdienneV TXi peXYenW 

activer la tranVcUipWion d¶UCP1 au niveau distal en se fixant via leur récepteur 

inWUacellXlaiUe eW l¶plpmenW de UpgXlaWion TRE. La p38 MAPK TXanW j elle acWiYe de 

nombUeX[ effecWeXUV menanW j la WUanVcUipWion d¶UCP1129 : acide rétinoïque, 

PGC1Į, PRDM16, ATF2, CEBPĮ/ȕ, « D¶aXWUe paUW, les canaux UCP1 sont inhibés 

paU la fi[aWion de nXclpoWideV de W\pe pXUiTXeV WelV TXe l¶ADP oX le GDP VXU Xn ViWe 

particulier en position centrale de la protéine. Les acides gras libérés lors de la 

lipolyse se fixent sur UCP1. Cette liaison déloge les purines par compétition directe 

ou par changement conformationnel ce qui lèYe l¶inhibiWion e[eUcpe VXU le canal. La 

charge négative des acides gras facilite également le transport des protons H+130. 

Les substrats énergétiques sont catabolisés par différents processus selon 

leur nature biochimique : glycolyse d¶o[\daWion dX glXcoVe, ȕ-oxydation des acides 

gras, cycle de Krebs (cycle d¶acide WUicaUbo[\liTXe, c\cle ciWUiTXe) d¶o[\daWion de 

l¶acétyl-CoA, « CeV UpacWionV gpnqUenW deV compoVpV UpdXiWV j haXW poWenWiel 

énergétique tels que le NADH,H+ et le FADH2. Les électrons sont transportés par 

les différents complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale, libéranW l¶pneUgie 

de gpnpUaWion d¶Xn gUadienW plecWUochimiTXe de pUoWonV, ¨Ȍ, de paUW eW d¶aXWUe de la 

membrane interne mitochondriale (voir figure 10). Ce gUadienW ¨Ȍ UpVXlWe d¶Xne paUW 

d¶Xn gUadienW chimiTXe de pH de paUW eW d¶aXWUe de la membUane eW d¶aXWUe paUW dX 

potentiel électrique de cette membrane. Le NADH induit le paVVage YeUV l¶eVpace 



 

  

Figure 10 : Mécanismes moléculaires de la thermogenèse de non frissons 

 
Un JUDGLHQW pOHFWURFKLPLTXH GH SURWRQV HVW REWHQX JUkFH j O¶DFWLYLWp GH OD FKDvQH UHVSLUDWRLUH 

mitochondriale. Cette dernière comprends 4 complexes protéiques qui transportent les électrons à 

haut potentiel énergétique provenant des composés réduits NADH,H+ et FADH2, tous deux produits 

ORUV GHV GLIIpUHQWHV UpDFWLRQV FDWDEROLTXHV GH O¶RUJDQLVPH (JO\FRO\VH, ȕ-oxydation, cycle de Krebs, 

«.). LH FRPSOH[H I D XQH DFWLRQ 1ADH FRHQ]\PH 4 UpGXFWDVH, UpFXSpUDQW OHV pOHFWURQV GX 1ADH HW 

permet le transport de 4 protons. Le complexe II a une action Succinate coenzyme Q réductase, 

récupérant les électrons du FADH2. Le complexe III a une action Coenzyme Q cytochrome C 

réductase, et permet le transport de 4 protons. Le complexe IV a une action Cytochrome C oxydase, 

et permet le transport de 2 protons. Le coenzyme Q (ou ubiquinone) assure le transport des électrons 

entre le complexe I ou II et le complexe III, le cytochrome C entre le complexe III et le complexe IV. Le 

retour des protons dans la matrice mitochondriale est coXSOp j OD V\QWKqVH G¶A73 YLD O¶A73 V\QWKDVH 

SRXU OD SURGXFWLRQ G¶pQHUJLH RX WUDQVSRUWpV YLD OH FDQDO j SURWRQV 8C31 SRXU OD SURGXFWLRQ GH FKDOHXU 

(WKHUPRJHQqVH GH QRQ IULVVRQV). L¶A73 V\QWKDVH HVW FRQVLGpUpH FRPPH OH 9ème complexe protéique 

constituant les phosphorylations oxydatives. 

Source : Hélène Leménager, STROMALab. 
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inter-membranaire de 10 protons, le FADH2 de 6. Enchâssée dans la membrane 

interne, l¶ATP V\nWhaVe coXple la V\nWhqVe d¶ATP j paUWiU d¶ADP eW de phoVphaWe 

inorganique au transfert de 4 protons vers la matrice mitochondriale 131. Le gradient 

¨Ȍ eVW npceVVaiUe j la V\nWhqVe d¶ATP. CependanW, ne peUmeWWanW le paVVage TXe 

de 4 protons H+, l¶ATP V\nWhaVe UepUpVente un frein mécanique au retour des 

protons dans la matrice. On parle de phosphorylations oxydatives et de couplage 

caU la chavne UeVpiUaWoiUe eVW coXplpe j la V\nWhqVe d¶ATP. Les électrons issus de la 

chaîne respiratoire réduisenW deV molpcXleV d¶o[\gqne O2 en H2O. 

E[ppUimenWalemenW, on peXW ainVi meVXUeU l¶acWiYiWp miWochondUiale paU Va 

conVommaWion d¶o[\gqne danV Xn appaUeil de meVXUe appelp o[\gUaphe. 

L¶applicaWion de diffpUenWeV dUogXeV conWUe leV comple[eV de la chaine respiratoire 

permet d¶pWXdieU l¶acWiYiWp de ceV comple[eV. En inhibanW le comple[e III paU Xn 

traitement j l¶antimycine A, toute la chaîne respiratoire est bloquée et la 

conVommaWion d¶o[\gqne meVXUpe eVW le UefleW de la UeVpiUaWion non miWochondUiale. 

De maniqUe VimilaiUe, l¶XWiliVaWion d¶Xn pUoWonophoUe Wel TXe le caUbon\lc\anide-3-

chlorophenylhydrazone ou le carbonylcyanide-4-trifluoromethoxy-phenylhydrazone 

diVVipeUa le gUadienW ¨Ȍ eW permettra de mesurer la respiration maximale des 

échantillons. Cette respiration maximale est le reflet de la quantité totale de 

complexes protéiques fonctionnels de la chaîne respiratoire. 

Par sa forte activité de transport de protons vers la matrice mitochondriale, 

UCP1 disVipe le gUadienW plecWUochimiTXe de pUoWonV ¨Ȍ aX[ dppenV de l¶ATP 

V\nWhaVe. On paUle aloUV de dpcoXplage enWUe l¶acWiYiWp de la chaine UeVpiUaWoiUe eW 

celle de l¶ATP V\nWhaVe113. Ainsi, en faisant passer plus de 4 protons par réaction, 

le fUein e[eUcp paU l¶ATP synthase en aval de la chaîne respiratoire est levé par 

l¶acWivité d¶UCP1. PaU conVpTXenW, leV UpacWionV biochimiTXeV miWochondUialeV 

e[oWheUmiTXeV inWeUYenanW en amonW dX gUadienW ¨Ȍ V¶accplqUenW, ce TXi pUodXiW et 

libère davantage de chaleur. Le TA brun est caractérisé par une vascularisation 

très riche, qui contribue à propager rapidement la chaleur produite de manière 

systémique, ainsi que les batokines sécrétées par le tissu. La vascularisation 

permet aussi d¶appoUWeU leV nXWUimenWV aux cellules132. L¶effeW WheUmogpniTXe 

d¶UCP1 a pWp pUoXYp in vivo en 1997 car contrairement aux souris normales, des 

souris invalidées pour le gène Ucp1 meXUenW loUVTX¶elleV VonW e[poVpeV 

brutalement au froid133. A l¶o[\gUaphe, la UeVpiUaWion dpcoXplpe eVW donnpe 
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indirectement par la mesure de la consommation d¶o[\gqne lipe j l¶acWiYiWp de l¶ATP 

V\nWhaVe paU Xn WUaiWemenW inhibiWeXU j l¶oligom\cine, j laTXelle on VoXVWUaiW la 

respiration non mitochondriale (traitement antimycine A). On peut ajouter des 

acides gras libres tels que le palmitate, ou des nucléotides de type puriques tels 

TXe l¶ADP oX le GDP, afin de meVXUeU la UeVpiUaWion lipe UeVpecWiYemenW j Xne 

augmentation ou une diminXWion de l¶acWiYiWp d¶UCP1. 

Récemment, des mécanismes de thermogénèse indépendante des frissons 

et d¶UCP1 onW pWp dpcUiWV. On note notamment celui du cycle de la créatine 

enWUainanW Xne VXUacWiYaWion de l¶ATP V\nWhaVe134 et celui de SERCa2b par 

l¶XWiliVaWion dX calciXm Ca2+135. CeV V\VWqmeV mqnenW j l¶accplpUaWion de l¶acWiYiWp 

de la chaîne respiratoire mitochondriale ce qui augmente la production de chaleur.  

2. Pathologies liées au TA 

Les pathologies du TA sont décrites avec deux situations extrêmes et 

opposées : d¶Xne paUW l¶obpViWp se caractérise par une forte prise de masse de TA, 

eW d¶aXWUe paUW leV lipod\VWUophieV coUUeVpondenW j Xne foUWe peUWe de maVVe oX de 

fonction de TA. Dans les deux situations, les maladies associées sont causées par 

une perte de capacité du TA à stocker les lipides, conduisant à une 

insulinorésistance et un diabète de type 2. 

a. Obpsitp et maladies associpes j l¶obpsitp 

i. Causes 

L¶obpViWp eVW Xne paWhologie mXlWifacWoUielle en expansion constante à travers 

le monde136, dpfinie paU l¶organisation mondiale pour la santé comme « une 

accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque 

pour la santé ». Elle est principalement due à un déséquilibre de la balance 

énergétique en faveur du stockage : les apports dépassent les dépenses. 

L¶enYiUonnemenW eVW la caXVe pUincipale de cette expansion, même si des facteurs 

génétiques et épigénétiques peuvent également être impliqués (syndrôme de 

Noonan ou Prader-Willi par exemple137). Pour l¶environnement, il faut prendre en 

compte plusieurs facteurs : un accès à la nourriture facilité dans les sociétés 

modernes occidentales avec augmentation des portions lors des repas, excès de 

matières grasses et de sucres simples utilisés par l¶indXVWUie agUoalimenWaiUe, un 
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accès aux aliments pro-obésogènes qui sont les moins onéreux, une diminution de 

l¶acWiYiWp ph\ViTXe, « DanV leV annpeV 1970, la miVe en place de l¶Indice de MaVVe 

Corporelle (IMC)138 (calcul du poids (kg) divisé par la taille au carré (m²)) a permis 

de meVXUeU la pUpYalence eW l¶accUoiVVemenW de l¶obpViWp j l¶pchelle mondiale, 

poXVVanW leV VcienWifiTXeV j V¶inWpUeVVeU de plXV pUqV aX TA. Un IMC VXppUieXU j 30 

indiTXe TX¶Xne peUVonne eVW obqVe, eW VXppUieXU j 40 TX¶elle VoXffUe d¶obpViWp 

morbide139,140. En 2016 un quart de la population mondiale était ainsi en surpoids 

(IMC > 25). L¶obpViWp eVW Xn pUoblqme majeur de notre société actuelle à cause des 

conVpTXenceV VXU le foncWionnemenW de l¶oUganiVme, VXU la Yie de l¶indiYidX eW paU 

voie de conséquences médicales et économiques sur la société. 

ii. Conséquences : maladies associpes j l¶obpsitp 

L¶obpViWp eVW aVVocipe j plXVieXUV comorbidités telles que le diabète de type 

2141, l¶h\peUWenVion142, les dyslipidémies142, les maladies cardiovasculaires143,144, le 

syndrome métabolique142, les calculs biliaires145, les apnées du sommeil146, le 

cancer147 eW le YieilliVVemenW pUpmaWXUp de l¶indiYidX. Le diabète de type 2 est 

associé à Xne UpViVWance j l¶inVXline des tissus cibles. Cette insulinorésistance 

entraine une hyper-insulinémie compensatoire de manière précoce, c¶eVW-à-dire une 

VXUpUodXcWion d¶inVXline paU leV cellXleV ȕ du pancréas. Cependant, à long terme, la 

pUodXcWion compenVaWoiUe d¶inVXline eVW dépassée, induisant une hyperglycémie à 

jeun148. Le syndrome métabolique quant à lui est caractérisé par la présence de 3 

critères parmi les 5 suivants149 : grand tour de taille (>102cm pour les hommes et 

>88cm pour les femmes), pression artérielle élevée (>130/85mmHg), 

hyperglycémie à jeun (>6.1mM), taux élevés de triglycérides plasmatiques 

(>150mg/dL), taux faibles de high density lipoprotein cholestérol plasmatiques (< 

40mg/dL pour les hommes et <50 mg/dL pour les femmes).  

iii. Mécanismes 

LeV paWhologieV aVVocipeV j l¶obpViWp VonW pUoYoTXpeV paU Xne alWpUaWion de 

la fonction de stockage du TA sous-cutané. Le TA blanc sous-cutané représente 

80% de l¶adipoViWp WoWale d¶Xn indiYidX. Il eVW localiVp j la VXUface de l¶oUganiVme 

entre la peau et le fascia musculaire. Ce TA spécialisé ne pouvant plus stocker les 

surplus lipidiques, une adiposité viscérale est engendrée 150±152 et des dépôts 

lipidiques ectopiques toxiques se forment153±155. Le TA blanc viscéral représente 5 



  

Figure 11 : Différents cas de lipodystrophies acquises ou congénitales  

 
Représentations schématiques de différentes formes de lipodystrophies. De gauche à droite : 

homme de 42 ans avec une lipodystrophie acquise (VpURSRVLWLI) ; IHPPH GH 28 DQV DWWHLQWH G¶XQH 

lipodystrophie acquise partielle depuis 16 ans ; femme de 60 ans avec une lipodystrophie acquise 

généralisée ; femme de 33 ans avec une lipodystrophie congénitale généralisée de type 1 ; homme 

de 19 ans avec une lipodystrophie congénitale généralisée de type 2 (mutation dans le gène seipin) ; 

femme de 37 ans avec une lipodystrophie familiale partielle de type Dunnigan (mutation dans les 

gènes lamin A et C) ; femme de 64 ans avec une lipodystrophie familiale partielle (mutation dans le 

gène PPARȖ). 

Adapté de : Garg, A. Acquired and inherited lipodystrophies. New England Journal of Medicine 350, 

1220±1234 (2004) 
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à 8% chez les femmes et 10 à 20% chez les hommes. Il entoure les organes 

internes156±159. Notamment, la localisation anatomique du TA viscéral près de la 

veine porte du foie participe à une stéatose hépatique et une insulinorésistance160. 

Les femmes non ménopausées sont davantage protégées des effets délétères de 

l¶obpViWp caU leV °VWUogqneV faYoUiVenW Xn VWockage deV gUaiVVeV pUpfpUenWiellemenW 

au niveau glutéo-fémoral,  sous-cXWanp, plXW{W TX¶aX niYeaX YiVcpUal153. On parle de 

forme gynoïde pour les femmes, ou poire, et androïde pour les hommes, ou 

pomme. Par ailleurs, il existe des individus métaboliquement sains mais atteints 

d¶obpViWp VpYqUe aX UegaUd de leXU IMC. Leur TA sous-cutané est encore 

fonctionnel, et est donc capable de stocker les surplus lipidiques161. Il est donc 

important de comprendre comment fonctionne le TA sous-cutané pour éviter les 

comorbidités lipeV j l¶adipoViWp YiVcpUale.  

b. Lipodystrophies 

À l¶inYeUVe, le V\ndUome lipod\VWUophiTXe coUUeVpond j Xn enVemble de 

maladies impliquant une perte anormale et variable de masse ou de fonction du TA 

de manière locale ou généralisée162 (voir figure 11). Causé par une maladie 

génétique, une maladie auto-immune ou certains traitements, il est difficile de 

claVVeU leV lipod\VWUophieV j caXVe d¶Xne gUande hpWpUogpnpiWp de causes163. La 

peUWe de TA enWUaine deV dpfaXWV de VWockage deV acideV gUaV j l¶pchelle de 

l¶oUganiVme eW faYoUiVe l¶appaUiWion de dpp{WV ecWopiTXeV lipoWo[iTXeV164. Ainsi, la 

sévérité du phénotype métabolique associé est proportionnelle à la quantité de 

perte de masse graisseuse. Les patients sont généralement atteints 

d¶inVXlinoUpViVWance VpYqUe eW deV maladieV mpWaboliTXeV TXi lXi VonW aVVocipeV165 : 

diabète, stéatose hépatique, hypertriglycéridémie, maladies cardiovasculaires, ... 

Les trois principales conséquences de ces maladies métaboliques sont la 

dyslipidémie, le diabète et une altération du profil de sécrétion adipokinique. En 

effeW, leV WaX[ d¶adiponecWine eW de lepWine VonW VoXYenW WUqV baV che] ceV 

patients166. Ainsi, la métréleptine, un analogue synthétique de la leptine, est un 

WUaiWemenW efficace conWUe la d\Vlipidpmie eW l¶inVXlinoUpViVWance deV paWienWV 

lipodystrophiques utilisé depuis plusieurs années167±169. 

3. Les TA chez la souris 



 

  

Figure 12 : Localisation des TA chez la souris 

 
Chez la souris, le TA blanc épididymaire (eWAT) est considéré comme un vrai TA blanc 

possédant de faibles capacités de brunissement. Les TA pouvant brunir sont en jaune, et les TA 

bruns sont en marron. 

Source : Zhang F. An adipose tissue atlas: an image-guided identification of human-like BAT and beige depots in 

rodents. Cell Metabolism (27) 252-262 (2018) 
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Chez la souris le TA sous-cXWanp Ve dpYeloppe che] l¶embU\on enWUe le 

14ème et le 18ème jour de développement, et le TA viscéral se développe après la 

naissance170. Le TA blanc sous-cutané chez la souris est le TA inguinal (voir figure 

12). Cependant, du fait de sa localisation anatomique à proximité des mamelles, la 

question est soulevée quant à sa ressemblance avec le TA mammaire chez 

l¶hXmain plXW{W TXe le TA blanc VoXV-cutané humain. Chez la souris, le TA viscéral 

est le TA péri-gonadique, le plus étudié étant le TA épididymaire chez le mâle. Il est 

considéré comme possédant de faibles capacités thermogéniques en comparaison 

avec le TA inguinal par exemple171. On retrouve aussi du TA blanc viscéral au 

niveau mésentérique et péri-rénal. Comme che] l¶hXmain172, les TA blancs murins 

sont structurés sous forme de lobules richement vascularisés173. Le TA brun quant 

à lui est représenté en de nombreux dépôts chez la souris. Il est décrit au niveau 

péri-rénal, péri-cardique, interscapulaire, cervical et médiastinal10. Une étude 

compaUaWiYe enWUe l¶homme eW la VoXUiV a monWUp TXe le TA bUXn hXmain pWaiW moinV 

homogène en adipocytes bruns que le TA brun murin dX faiW d¶Xne hétérogénéité 

avec des adipocytes blancs174. De plus, par microscopie électronique à 

transmission les auteurs ont mis en évidence que les adipocytes bruns humains 

sont moins riches en mitochondries et que celles-ci expriment moins la protéine 

dpcoXplanWe UCP1. AinVi, bien TX¶il foncWionne de maniqUe VimilaiUe (UCP1 y 

fonctionne aussi bien), le TA brun humain a des capacités oxydatives plus faibles 

que le TA brun murin. 

4. Les autres constituants cellulaires du TA : 

Outre les adipocytes, le TA est constitué de nombreux autres types 

cellulaires qui aident à sa fonction. On retrouve les cellules endothéliales, 

immunitaires, nerveuses, fibroblastiques et progénitrices, qui reposent sur une 

MEC plus ou moins fibreuse. 

Les cellules endothéliales constituent la paroi des vaisseaux sanguins qui 

WUaYeUVenW le TA. Che] l¶hXmain ceV cellXleV VonW caUacWpUiVpeV paU la doXble 

expression du CD34 et du CD31. La perméabilité de la barrière endothéliale 

contrôle les échanges entre le TA et la circulation sanguine, en nutriments, solutés, 

hoUmoneV, o[\gqne eW cellXleV. De plXV, l¶adipogenqVe (la foUmaWion de noXYeaX[ 

adipoc\WeV) eW l¶angiogenqVe (la formation de nouveaux vaisseaux) sont étroitement 
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lipeV aX coXUV dX dpYeloppemenW dX TA che] l¶hXmain4. Le développement des 

capillaiUeV VangXinV eVW en amonW de l¶appaUiWion de YpVicXleV lipidiTXeV aX coXUV de 

la lobXlogenqVe che] le f°WXV. Il a été montré chez la souris qX¶Xne transfection 

des pré-adipocytes entrainant la perte de fonction de facteurs nécessaires à 

l¶adipogenqVe aboliW la foUmaWion de noXYeaX[ adipoc\WeV eW diminXe paUallqlemenW 

l¶appaUiWion deV YaiVVeaX[ VangXinV175. À l¶inYeUVe, l¶XWiliVaWion d¶Xn anWicoUpV 

bloquant l¶acWiYiWp du Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 diminue 

l¶angiogenqVe, et la différenciation adipocytaire des pré-adipocytes. Cette relation 

est renforcée par le fait que certains progéniteurs adipocytaires résident dans des 

niches péri-YaVcXlaiUeV conVWiWXpeV de cellXleV endoWhplialeV eW ppUic\WaiUeV, c¶eVW-à-

dire en contact direct avec la barrière endothéliale176. Les cellules endothéliales 

stimulent la prolifération des progéniteurs adipocytaires, et ces derniers 

augmentent la survie des cellules endothéliales177. Quant au réseau lymphatique 

du TA, peu de données sont disponibles che] l¶hXmain. Une pWXde de 1988 paU 

l\mphogUaphie indiUecWe apUqV injecWion d¶Xn agenW conWUaVWanW a monWUp TXe leV 

vaisseaux lymphatiques étaient localisés en dehors des lobules graisseux178. Chez 

la souris, le TA blanc sous-cutané inguinal dispose en son centre d¶un ganglion 

lymphatique173.  

Le TA contient des cellules immunitaires, principalement des macrophages 

et des lymphocytes. Il existe deux types de macrophages dans le TA : les 

macrophages résidants dans le tissu, et les macrophages recrutés depuis la 

circulation sanguine et provenant de précurseurs médullaires en réponse à une 

inflammaWion locale paU l¶acWion de chimiokineV VpcUpWpeV paU le TA. LoUV de 

l¶obpViWp le nombUe de macUophageV aXgmenWe danV le WiVVX, on paUle mrme de 

« crown-like structures » lorsque les macrophages entourent les adipocytes en état 

de mort cellulaire, qui serait liée à une hypertrophie179. Une altération des 

sécrétions endocrines du TA ou la libération des acides gras lors de la mort des 

adipoc\WeV poXUUaienW rWUe deV pYqnemenWV pUpcoceV de l¶inflammaWion chUoniTXe j 

bas bruit retrouvée chez les sujets obèses. Des études chez la souris ont montré 

que cette inflammation était plus importante au niveau viscéral que sous-cutané, en 

coUUplaWion aYec leV pUoblqmeV mpWaboliTXeV lipV j l¶obpViWp180. Che] l¶hXmain ceWWe 

infiltration de macrophages au niveau viscéral est corrélée à la sécrétion de 

chimiokines inflammatoires de type MCP-1 et Colony Stimulating Factor 1181. A 
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l¶inYeUVe, Xne anal\Ve WUanVcUipWomiTXe j gUande pchelle a UpYplp TX¶Xne peUWe de 

poidV che] l¶hXmain diminXaiW l¶e[pUeVVion de facWeXUV pUo-inflammatoires et 

aXgmenWaiW l¶e[pUeVVion de facWeXUV anWi-inflammatoires dans le TA sous-cutané182. 

Outre les macrophages, le TA de sujets obèses est enrichi en lymphocytes de type 

T CD8+. Che] la VoXUiV, ceV l\mphoc\WeV faYoUiVenW l¶infilWUaWion eW l¶acWiYaWion deV 

macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire M1 puisque la déplétion des 

lymphocytes T CD8+ diminXe l¶infilWration des macrophages dans le TA et améliore 

la sensibilité systémique j l¶inVXline183. 

Le TA est également un tissu innervé. Il a été démontré chez le rongeur que 

des fibres nerveuses appartenant au système nerveux parasympathique 

innervaient les adipocytes blancs184,185. Ces fibres ont été marquées par un traceur 

viral trans-synaptique rétrograde et proviendraient du système nerveux central au 

niveau de la moelle épinière, du tronc cérébral, du cerveau moyen et de différentes 

zones du cerveau antérieur chez le rongeur186,187. Il a été montré chez la souris 

mise au froid, que la densité des fibres sympathiques (marquées à la tyrosine 

hydroxylase) innervant les adipocytes blancs augmentait lors du browning du TA 

blanc inguinal188. Même si ces fibres libèrent de la noradrénaline, impliquée dans la 

signalisation du processus de browning, et du neuropeptide Y, qui induit la 

prolifération des pré-adipocytes189,190, des souris dépourvues des récepteurs ɴ-

adréneUgiTXeV onW la capaciWp de bUXniU loUVTX¶elleV VonW e[poVpeV aX fUoid191. Ces 

donnpeV indiTXenW TXe l¶inneUYaWion n¶eVW paV npceVVaiUe aX pUoceVVXV de 

browning. De manière intéressante, des adipocytes cultivés in vitro sont capables 

de brunir de maniqUe aXWonome loUVTX¶ilV VonW mainWenXV j 27-33°C°C au lieu de 

37°C191. La dénervation sympathique et sensorielle unilatérale du TA brun chez la 

souris et le rongeur en comparaison avec le TA brun contro-latéral innervé, révèle 

TXe l¶aXgmenWaWion de l¶e[pUeVVion d¶UCP1, de l¶acWiYiWp c\WochUome o[\daVe, de la 

miWochondUiogenqVe eW de l¶impoUW de glXcoVe en UpponVe aX fUoid dppendenW de 

cette innervation192,193. La mélanocortine serait impliquée au niveau central dans 

l¶acWiYaWion dX TA bUXn che] le UongeXU194. Concernant les adipocytes blancs, outre 

le fait que la noradrénaline est un inducteur bien connu de la lipolyse, la sécrétion 

de la leptine est inhibée via une signalisation ɴ-adUpneUgiTXe che] l¶hXmain195. Par 

ailleurs, des agonistes des récepteurs ɴ3-adrénergiques inhibenW l¶e[pUeVVion 

d¶adiponecWine danV leV TA blancV eW bUXn che] la VoXUiV, maiV aXgmenWenW 
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l¶e[pUeVVion dX TNFĮ196. Le coXplage de l¶immXnohiVWochimie eW de la micUoVcopie 

confocale a révélé la présence de fibres sensorielles au sein des TA chez le rat197. 

Ces fibres pourraient être impliquées dans la WUanVmiVVion de l¶information au 

niveau central des stocks lipidiques périphériques, et/ou de la production de 

chaleur par le TA brun. 

Le TA n¶eVW paV conVWiWXp TXe de cellXleV. L¶enVemble de ceV popXlaWionV 

cellulaires est entouré de MEC. La MEC n¶eVW paV Xn eVpace ineUWe. Elle eVW en 

permanence synthétisée, dégradée, maturée et modifiée. Le remodelage de la 

MEC eVW conVWanW eW npceVVaiUe, noWammenW poXU l¶e[panVion deV adipoc\WeV, la 

foUmaWion de noXYeaX[ adipoc\WeV eW l¶angiogenqVe198. De nombreuses enzymes 

sont impliquées dans le remodelage de la MEC, les plus décrites étant les Matrix 

MetalloProteases (MMP) et leurs inhibiteurs, les Tissue Inhibitor of 

MetalloProteases. L¶obpViWp eVW VoXYenW aVVocipe j Xne fibUoVe, c¶eVW-à-dire une 

augmentation de la quantité, de la densité, et de la rigidité de la MEC. Ces effets 

VonW dplpWqUeV poXU l¶oUganiVme, noWammenW paU la conWUainWe mpcaniTXe VXbie paU 

les adipocytes qui altère leurs fonctions199,200. Les constituants majoritaires de la 

MEC sont les collagènes. Il existe 28 types de collagènes, dont  certains ont 

plXVieXUV iVofoUmeV (collagqne 1Į1 eW 1Į2 par exemple)201. Ces protéines 

possèdent des domaines riches en prolines et hydroxyprolines qui contribuent à la 

formation de structures fibrillaires complexes. Les adipocytes reposent sur la lame 

basale, principalement constituée de collagène de type IV, laminine et héparan 

sulfates202. Quant à lui, le collagène de type VI est positivement corrélé à l¶IMC de 

patients obèses, et est associé à la fibrose du TA et aux effets néfastes de 

l¶obpViWp203,204. La MEC est majoritairement sécrétée par les fibroblastes localisés 

dans le tissu. 
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Chapitre 2 :  L¶adipogenqse : 

La dXUpe de Yie mo\enne d¶Xn adipoc\We eVW d¶enYiUon 10 anV in vivo chez 

l¶homme205,206. AinVi, WoXW aX long de la Yie de l¶indiYidX, le TA doiW UenoXYeleU Von 

contenu en adipocytes pour assurer ses fonctions. Environ 10% des adipocytes 

sont ainsi renouvelés chaque année à partir des cellules souches et progéniteurs 

contenus dans le tissu par un processus appelé adipogenèse.  

1. Les cellules souches : généralités  

James Till et Ernest McCulloch ont réalisé des travaux pionniers sur les 

cellules souches adultes en 1961 en injectant des cellules de moelle osseuse dans 

des souris irradiées207. Ils montrent alors que des cellules souches ou progéniteurs 

sont capables de proliférer et de se différencier en cellules lymphoïdes et 

m\plowdeV, UeVWaXUanW ainVi l¶hpmaWopowqVe altérée de la moelle osseuse détruite.  

Les cellules souches sont définies comme des cellules non différenciées 

capableV d¶aXWo-renouvèlement, donc capables de donner une cellule identique à 

elles-mêmes à chaque cycle de division cellulaire, tout en donnant une 

descendance cellulaire différenciée et variée qui assurera ou soutiendra la fonction 

du tissu208. Lors de la division cellulaire, la cellule souche peut se diviser de 

manière symétrique ou asymétrique209. La division asymétrique résulte soit de la 

localisation de facteurs intrinsèques régulant le devenir cellulaire à un pôle de la 

cellXle VoXche mqUe, donnanW ainVi deX[ cellXleV filleV diffpUenWeV j l¶iVVXe de la 

division ; VoiW de l¶e[poViWion d¶une des deux cellules filles à des facteurs 

extrinsèques modifiant ainsi son devenir par rapport à l¶autre cellule fille qui restera 

souche.  

Une cellXle immaWXUe eVW Xne cellXle TXi n¶a paV aWWeinW de deVWinpe cellXlaiUe 

particulière et a le potentiel de devenir une autre cellule par des processus de 

différenciation et de plasticité cellulaire. La différenciation est le processus par 

leTXel leV cellXleV deYiennenW plXV VppcialiVpeV. On conVidqUe TX¶Xne cellXle 

immature se différencie en cellules matures. L¶immaWXUiWp coUUeVpond aX degUp de 

poWenWialiWpV d¶Xne cellXle, c¶eVW-à-dire la capacité à devenir plusieurs types 

cellulaires matures différents. Le lignage regroupe un ensemble de cellules ayant la 

même origine développementale qui partagent un phénotype et/ou une fonction 
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similaire. L¶idenWiWp d¶Xne cellXle eVW dpfinie j Xn inVWanW donnp paU la deVcUipWion de 

caUacWpUiVWiTXeV phpnoW\piTXeV, l¶e[pUeVVion de maUTXeXUV VppcifiTXeV, eW l¶pWXde 

de sa fonctionnalité. 

JXVTX¶aloUV leV cellXleV VoXcheV pWaienW idenWifipeV in vivo par une rétention 

du BrdU due à un temps de doublement cellulaire plus long que les autres cellules, 

même si cette technique a montré ses limites notamment concernant les cellules 

souches hématopoïétiques (CSH)210. NoXV n¶aYonV paV idenWifip aXjoXUd¶hXi de 

marqueur spécifique des cellules souches, notamment du fait que leur profil de 

signalisation varie en permanence en fonction des signaux perçus depuis leur 

microenvironnement. Il est donc nécessaire de définir des marqueurs plus 

spécifiques afin de les isoler techniquement. AXjoXUd¶hXi on ne peXW idenWifier les 

cellules souches in vivo que par leur marquage avant transplantation et le suivi de 

leur devenir : auto-renouvellement et progéniture différenciée. Des travaux 

UappoUWenW l¶e[iVWence de cellXleV VoXcheV VppcifiTXeV danV de nombUeX[ oUganeV, 

maiV ce n¶eVW TXe danV ceUWainV d¶enWUe eX[ TXe l¶e[iVWence de cellXleV VoXcheV a 

été clairement démontrée in vivo chez les mammifères. On dénombre parmi elles 

leV cellXleV VoXcheV ppiWhplialeV de l¶inWeVWin localiVpeV danV Xne niche en 

profondeur des cryptes intestinales211, les cellules souches germinales localisées 

au sein des tubules séminifères212, les cellules souches épithéliales localisées dans 

le renfoncement du follicule pileux213, les cellules souches musculaires localisées 

dans une niche sous la lame basale des fibres musculaires214, les cellules souches 

neurales localisées dans la zone subventriculaire du ventricule latéral du système 

nerveux central215, et les CSH216,217. LeV CSH VonW localiVpeV aX Vein d¶Xne niche 

endostéale et/ou péri-vasculaire dans la moelle osseuse ou au sein de la rate216,217. 

Il a récemment été décrit des progéniteurs hématopoïétiques au sein du TA chez la 

souris, bien que ces cellules soient préférentiellement orientées vers le lignage 

m\plowde eW TX¶Xne niche n¶eVW paV pWp feUmemenW dpcUiWe218. 

Le devenir des cellules souches est finement régulé par leur niche 

environnementale219 : auto-renouvellement, prolifération, différenciation, survie, 

TXieVcence, apopWoVe. La diffpUenciaWion coUUeVpond j l¶acTXiViWion VpTXenWielle de 

marqueurs phénotypiques fonctionnels spécifiques du devenir cellulaire « cible ». 

Elle eVW claVViTXemenW dpcUiWe comme le paVVage d¶Xne cellXle souche à un 

progéniteur puis un précurseur avant de donner une cellule différenciée mature. 
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Lors de cette cascade d¶pYqnemenWV, les capacités de prolifération diminuent. On 

paUle d¶engagemenW loUVTXe la cellXle VoXche enWame Von pUoceVVXV de 

différenciation danV Xn lignage cellXlaiUe paUWicXlieU. On paUle dX degUp d¶immaWXUiWp 

d¶Xne cellXle en fonction des potentialités de différenciation plus ou moins étendues 

dans différents lignages TX¶elle poVVqde j Xn inVWanW donnp. Il existe plusieurs 

types de cellules souches, classées selon leurs potentialités de différenciation, et 

donc leXU degUp d¶immaWXUiWp : 

 Cellules souches pluripotentes : elles sont présentes au stade blastocyste et 

ont la capacité de générer toutes les cellules correspondant aux 3 feuillets 

embryonnaires (ectoderme, mésoderme, endoderme), mais contrairement aux 

cellules souches totipotentes, elles ne peuvent pas former les structures extra-

embryonnaires. Les cellules souches embryonnaires (ES) sont des cellules 

souches pluripotentes220. L¶XWiliVaWion eW l¶pWXde de ceV cellXleV eVW WUqV encadUpe 

en  France, la loi de bioéthique UpgiW l¶accqV j ceV cellXleV dX faiW de l¶XWiliVaWion 

d¶embU\onV hXmainV comme VoXUce biologique. Seuls les laboratoires qui ont une 

autorisation du ConVeil d¶OUienWaWion de l¶Agence de la Biompdecine peuvent les 

étudier. 

 Cellules souches multipotentes : elles ont la capacité à gpnpUeU plXV d¶Xn 

type cellulaire, mais tous issus du même lignage (mésenchymateux par exemple). 

C¶eVW le caV deV cellXleV VoXcheV adXlWeV comme les cellules souches intestinales, 

neurales, de la peau, ... Les principales cellules souches multipotentes décrites 

che] l¶adulte sont les CSH et les cellules souches/stromales mésenchymateuses 

(CSM). LeV CSH VonW j l¶oUigine des cellules circulantes aX WUaYeUV d¶Xne 

différenciation soit de la lignée myéloïde (plaquettes, globules rouges, monocytes, 

macrophages et granulocytes) soit de la lignée lymphoïde (lymphocytes B / T / NK). 

Le chapitre suivant détaille les caractéristiques des CSM, plus particulièrement les 

CSM du TA.  

 Cellules souches unipotentes : capacité de générer un seul type cellulaire 

différencié toXW en mainWenanW Va capaciWp d¶aXWo-UenoXYqlemenW. C¶eVW le caV paU 

exemple des cellules souches musculaires (ou cellules satellites) ou des cellules 

souches endothéliales - aussi parfois appelées progéniteurs endothéliaux tardifs.  

Cependant, des phénomènes biologiques ont été récemment décrits, tels 

que la dédifférenciation (le fait de revenir à un état cellulaire plus immature) et la 
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transdifférenciation (le fait de devenir une cellule mature définie par un autre 

lignage de différenciation sans passer par un stade pluripotent). Ces phénomènes 

laiVVenW penVeU TX¶il Verait poVVible d¶obWeniU deV cellXleV VoXcheV oX deV cellXleV 

matures en conditions pathologiques sans activer le stock de cellules souches lors 

de la régénération du tissu. Ces processus reflètent la capacité de plasticité des 

cellules (voir chapitre 3). 

2. Les CSM du TA - les ASC : 

Les adipocytes sont renouvelés à partir de cellules ayant toutes les 

caractéristiques des CSM in vitro. Les CSM sont retrouvées dans le mésenchyme 

de nombreux tissus.  Historiquement décrites dans la moelle osseuse et nommées 

BM-MSC pour bone marrow-derived mesenchymal stromal cells221, les CSM 

peuvent également être localisées au sein du TA ± nommées ASC pour adipose-

derived stromal cells222, ou de nombreux autres tissus tels que le rein, le pancréas, 

le muscle squelettique, le cerveau et le foie. Elles soutiennent la fonction du tissu. 

Elles ont donc une fonction stromale.  

Par une combinatoire de facteurs intrinsèques et extrinsèques, les CSM 

V¶engagenW danV diffpUenWV lignageV de diffpUenciaWion poXU donneU Xne cellXle 

mature. Classiquement, les CSM peuvent se différencier selon 3 voies du lignage 

mésodermique du fait de leur origine développementale : le lignage adipocytaire 

pour donner un adipocyte mature du tissu adipeux, le lignage ostéoblastique pour 

donner un ostéoblaste qui produit la matrice osseuse, et le lignage 

chondroblastique pour donner un chondroblaste, constituant cellulaire du 

cartilage223.  Elles peuvent également se différencier en cellules vasculaires 

musculaires lisses constituant la paroi de certains vaisseaux sanguins224. Ces 

potentialités en font les cellules principales constituant la niche hématopoïétique. 

De manière physiologique, les BM-MSCs soutiennent et régulent la fonction des 

CSH par la synthèse de MEC et de facteurs de croissance ou de cytokines régulant 

leur devenir, WelV TXe le CXCL12 oX l¶angiopowpWine 1217,225. Par ailleurs, même si 

ceWWe capaciWp eVW conWUoYeUVpe dX faiW deV mpWhodeV XWiliVpeV eW de l¶abVence de 

résultats convaincants in vivo, il a également été montré que les BM-MSC 

pouvaient se différencier in vitro en ceUWaineV cellXleV dpUiYanW de l¶ecWodeUme eW de 

l¶endodeUme : en cellules nerveuses226,227, musculaires228, endothéliales, en 
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ténocytes229 et en hépatocytes230 et cellules ovales du foie231. Ces capacités 

peuvent être expliquées par le fait que certaines CSM dérivent de la crête neurale 

eW de l¶ppiWhpliXm neXUal che] la VoXUiV, bien TXe ceV popXlaWionV diminXenW che] 

l¶adXlWe232. Ainsi, les CSM assurent le renouvellement continu des cellules 

constituant le tissu conjonctif de manière physiologique ou à la suite de lésion, 

vieillesse ou maladie.  

Bien TX¶elleV aienW iniWialemenW pWp conVidpUpeV paU Caplan comme deV 

cellules souches233, Sacchetti a révélé en 2007 que les cellules stromales de la 

moelle osseuse représentaient en fait une population rare et hétérogène de 

progéniteurs engagés à différents degrés dans des voies de différenciation du 

lignage mésodermique, et que seulement une petite sous-population de cellules 

e[pUimanW le CD146 pWaienW capableV d¶aXWo-renouvellement217. Depuis, 

l¶appellaWion © cellules stromales mésenchymateuses » est préférée à « cellules 

souches mésenchymateuses ».  

  

Elles sont définies in vitro par plusieurs caractéristiques : 

 Critères minimums234  : 

o Leur capacité à adhérer au plastique et à proliférer in vitro dans des 

conditions de culture standard 

o L¶e[pUeVVion deV maUTXeXUV de VXUface CD105 (Endogline), CD73 

(5¶WeUminal nXcléotidase), CD90 (Thy-1), et l¶abVence deV maUTXeXUV 

CD45 (leucocytes), CD14 ou CD11b (monocytes/macrophages), 

CD79a ou CD19 (lymphocytes B). 

o Leur capacité à se différencier au minimum en adipocyte, 

chondroblaste et ostéoblaste223  

 Critères complémentaires : 

o l¶e[pUeVVion dX CD146 (MUC18), CD10, CD29, CD44, CD26, CD49d 

(VLA-Į4), CD49e (VLA-Į5) eW dX CD271 et l¶abVence dX CD31 

(cellules endothéliales) et du CD235a (érythrocytes)235±237 

o capacité à croître de manière clonale in vitro en formant des Colony 

Forming Unit238 

o capaciWpV d¶immXnomodXlaWion (YoiU ci-dessous) 



 

  

Figure 13 : Programmes de différenciations adipocytaire blanche, beige et brune 

 
Les adipocytes blancs et beLJHV VRQW LVVXV G¶A6C 3D[7-Myf5- chez la souris, tandis que les 

DGLSRF\WHV EUXQV GpULYHQW G¶A6C 3D[7+Myf5+ communes avec le lignage musculaire. Lors du 

processus de différenciation adipocytaire, différents programmes géniques spécifiques sont activés et 

permettent la maturation des ASC en adipocytes fonctionnels. 

Source : Lynes MD and Tseng YH. The thermogenic circuit: regulators of thermogenic competency 

and differentiation (2) 164-172 (2015) 
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LeV CSM onW deV pUopUipWpV d¶immXnomodXlaWion in vitro. Les CSM peuvent 

inhiber la prolifération et la différenciation des lymphocytes T pro-inflammatoires de 

type Th1 et CD8+239,240, et inhiber la fonction et la maturation des cellules 

pUpVenWaWUiceV d¶anWigqne, WelleV TXe leV cellXleV dendUiWiTXeV241±243. Il est 

communément admis que ces propriétés dépendent de leur « licensing ª, c¶eVW-à-

dire leur stimulation par un environnement pro-inflammatoire. Cependant des 

travaux récents de notre laboratoire montrent leur effet immunosuppresseur sur la 

prolifération des lymphocytes T de manière basale, et le fait que leur interaction 

avec des macrophages de type pro-inflammatoire M1 via le CD54 augmente ces 

propriétés immuno-modulatrices244. Les CSM interagissent également avec les 

cellules natural killer eW inhibenW leXU c\WoWo[iciWp en diminXanW l¶e[pUeVVion dX 

récepteur activateur NKp30 and natural killer group 2 member D245. Cependant, la 

plupart des activités immunomodulatrices des CSM ont été décrites in vitro, ces 

pUopUipWpV n¶onW paV pWp dpmonWUpeV e[ppUimenWalemenW in vivo.  

3. De l¶ASC j l¶adipocyte mature :  

Les CSM donnent des adipocytes matures et fonctionnels par un processus 

de différenciation appelé adipogenèse. Toutes les CSM peuvent former des 

adipoc\WeV, maiV leV ASC VonW leV VppcialiVWeV de l¶adipogenqVe3. Les adipocytes 

blancs dérivent de cellules Pax7-Myf5- alors que les bruns dérivent de cellules 

Pax7+Myf5+ communes avec le lignage musculaire246 (voir figure 13). Lors du 

processus de différenciation, les ASC suivent une phase d¶engagemenW danV le 

lignage adipocytaire pour donner un précurseur adipocytaire (aussi nommé pré-

adipocyte), puis une phase de différenciation terminale en adipocyte mature. Les 

VWimXli d¶engagemenW eW de diffpUenciaWion provenant de la niche initient et 

maintiennent l¶acWiYaWion dX facWeXU mavWUe de la diffpUenciaWion adipoc\WaiUe, 

Peroxisome Proliferator-Activated receptor-  (PPAR ), découvert en 1994. Du fait 

d¶Xn ppiVVage alWeUnaWif, PPAR  est décrit selon deux isoformes qui diffèrent dans la 

partie N-terminale de la protéine : PPAR 1 et PPAR 2. Seul PPAR 2 est 

npceVVaiUe eVW VXffiVanW j la foUmaWion d¶adipoc\WeV247. Lors du processus de 

diffpUenciaWion adipoc\WaiUe, leV cellXleV changenW de foUme eW V¶enUichiVVenW en 

lipides. ElleV paVVenW d¶Xn phpnoW\pe allongp eW fibUoblaVWiTXe j une apparence 

circulaire et arrondie248. Ces modifications morphologiques sont notamment 



  

Figure 14 : Facteurs régulateurs de l¶adipogenqse 

 
L¶DGLSRJHQqVH HVW XQ SURFHVVXV ILQHPHQW UpJXOp. LHV FHOOXOHV VRXFKHV V¶HQJDJHQW GDQV OH OLJQDJH DGLSRF\WDLUH HW 

donnent un préadipocyte qui se différencie pour donner un adipocyte mature. Abbréviations non contenues dans le texte 

du manuscrit : AGPAT : 1-acylglycerol-3-phosphate O acyltransferase ; ATG : autophagy gene protein ; BMAL1 : brain 

and muscle Arnt-like protein 1 ; CAV1 : caveolin 1 ; CDK : cyclin-dependant kinase ; CHOP10 : C/EBP homologous 

protein 10 ; COUP-TFII : chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor II ; cPA : cyclic phosphatidic acid ; 

CTBP : C-terminal binding protein ; DGCR8 : DiGeorge syndrome critical region gene 8 ; EGR2 : early growth response 

2 ; ER : endoplasmic reticulum ; ETO : eight twenty-one ; FBXW7 : F-box- and WB-repeat-containing protein 7 ; FOX : 

forkhead box protein ; FZD : frizzled family receptor ; HAT : histone acyltransferase ; HDAC : histone deacetylase ; HH : 

HHGJHKRJ ; HIF1Į : K\SR[LD LQGXFLEOH IDFWRU 1Į ; I37 : LQRVLWRO S\URSKRVSKDWH ; IRE1 : inositol-requiring ; IRF : interferon 

regulatory factor ; LIF : leukaemia inhibitory factor ; LPA : lysophosphatidic acid ; LSD1 : lysine-specific demethylase 1 ; 

MLL : mixed lineage leukaemia ; MNAT1 : menage a trois homolog 1 ; NFATC : nuclear factor of activated T cells 

cytoplasmic ; NLK : nemo-like kinase ; PER2 : period circadian protein homolog 2 ; PERK : protein kinase RNA-like 

endoplasmic reticulum kinase ; PTCH : patched ; PTIPβ : Pax-transactivation-domain-interacting protein β ; RB : 

retinoblastoma protein ; RBP1 : retinol-binding protein 1 ; RISC : RNA-induced silencing complex ; ROS : reactive oxygen 

species ; S6k1 : ribosomal protein S6 kinase 1 ; SENP2 : sentrin-specific peptidase 2 ; SETDB1 : SET-domain bifurcated 

1 ; SIRT : sirtuin ; SMO : smoothened ; SREBP1 : sterol-regulatory-element-binding protein 1 ; STAT : signal transducer 

and activator of transcription ; TXNIP : thioredoxin-interacting protein ; XBP1 : X-box-binding protein 1. 

Source : LoZe CR, O¶Rahill\ S and RochfoUd JJ. Adipogenesis at a glance. Journal of cell science (124) 2681-2686 

(2011) 
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régulées par la MEC via la réorganisation du cytosquelette et la régulation de 

cascades de signalisation menant à la lipogenèse249. 

L¶engagemenW adipocytaire est précocement favorisé par une MEC peu 

rigide che] l¶hXmain250, l¶inhibiWion de la Yoie Wnt (Wingless)251, un stimulus Bone 

Morphogenetic Protein (BMP) 4 ou BMP7252,253, eW l¶acWiYaWion deV facWeXUV de 

transcription CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBPĮ/ȕ/į), notamment en réponse 

j l¶acWiYaWion d¶Xne Yoie adipogénique AMPc ± PKA ± CREB254 (voir figure 14). Les 

facteurs de transcription Zinc-finger protein (ZFP) 423 et transcription factor (TCF) 

7L1 VonW pgalemenW acWiYpV de maniqUe pUpcoce eW mainWiennenW l¶idenWiWp 

adipogénique WoXW aX long de la Yie de l¶adipoc\We chez la souris255±257. L¶addiWion 

de cofacteurs tels que STAT3 et Kruppel-like factor 4 (KLF4) et des facteurs 

ppigpnpWiTXeV (maUTXeV d¶hiVWoneV WelleV TXe H3K4Me oX H3K27Me) induisent la 

transcription du facteur maître de l¶adipogenqVe PPAR 2251. Le pré-adipocyte ainsi 

obtenu est défini chez la souris comme une cellule péri-vasculaire engagée et 

restreinte au lignage adipocytaire mais qui n¶enWUe paV en diffpUenciaWion WeUminale 

sans un stimulus adéquat176. Ce pré-adipocyte est PPAR +, Lin-, CD29+, CD34+, 

Sca1+ et CD24+ chez la souris, et a la capacité de donner des adipocytes matures 

et fonctionnels in vivo dans un modèle de souris258. Au fur et à mesure de la 

différenciation, les capacités de prolifération des cellules décroissent. Enfin, la 

différenciation terminale est marquée par l¶acTXiViWion de molpcXleV de gestion des 

substrats : transporteurs de substrats (GLUT, navettes carnitines), constituants des 

vésicules (périlipine, CIDEC), acteurs du stockage et de la libération des acides 

gUaV (FABP, ATGL, HSL), adipokineV (lepWine, adiponecWine), « 

Concernant les adipocytes beiges/bruns, le facteur Early B Factor 2 (EBF2) 

V¶ajoXWe j la caVcade de WUanVcUipWion pUpcoce et va orienter la cellule vers le 

phpnoW\pe d¶un pré-adipocyte beige/brun259 (voir figure 15). Connu comme 

marqueur de BM-MSC natives chez la souris, il joue un rôle clé dans la 

détermination du lignage adipocytaire beige/brun260. Les adipocytes bruns dérivent 

d¶Xn pUogpniWeXU Pa[7+Myf5+ dpUiYanW dX deUmom\oWome donnanW d¶Xne paUW Xn 

pUpcXUVeXU d¶adipoc\We bUXn eW d¶aXWUe paUW Xn m\oblaVWe poXU la foUmaWion deV 

cellules musculaires squelettiques246,261,262. En effet, c¶eVW l¶e[pUeVVion de M\oD oX 

d¶EBF2 TXi dpWeUmine UeVpecWiYemenW l¶engagement du progéniteur Myf5+ vers le 

lignage m\ogpniTXe oX adipoc\WaiUe bUXn. CeV deX[ facWeXUV V¶inhibenW de maniqUe 



 

  

Figure 15 : Rpgulation transcriptionnelle de la diffprenciation et de l¶activitp des 
adipocytes bruns 

 
Chez la souris, EBF2 marque les pré-adipocytes bruns engagés dans le lignage de 

GLIIpUHQFLDWLRQ HQ DGLSRF\WH EUXQ. 8QH ERXFOH DXWRFULQH GH BM37 LQGXLW O¶DGLSRJHQqVH EUXQH. EBF2, 

35DM16 HW =F3516 LQGXLVHQW O¶H[SUHVVLRQ GH JqQHV VSpFLILTXHV GX SURJUDPPH EUXQ lors du 

processus de différenciation. 35DM16 FRDFWLYH C/EB3ȕ, 33A5ܵ, 33A5Į, thyroid receptor (TR) et 

ZFP516. LRUV G¶XQH H[SRVLWLRQ DX IURLG RX ORUV G¶XQ WUDLWHPHQW SDU GHV DJRQLVWHV β- adrénergiques, les 

DGLSRF\WHV EUXQV VRQW DFWLYpV HW LO \ D XQH DXJPHQWDWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GHV JqQHV FRQWHQXV GDQV OH 

SURJUDPPH WKHUPRJpQLTXH. I5F4 MRXH XQ U{OH PDMHXU GDQV OH UHFUXWHPHQW GH 3GC1Į, TXL FR-active 

les PPARs et le TR pour activer la transcription des gènes thermogéniques et donner un adipocyte 

brun actif et fonctionnel. 

Source : Seale P. Transcriptional regulatory circuits controlling brown fat development and activation. 

Diabetes (64) 2369-2375 (2015) 
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réciproque, ce qui engage une cellule danV Xne Yoie oX l¶aXWUe. EBF2 est 

notamment un cofacteur de PPAR  qui cible les gènes du programme beige/brun. 

Les adipocytes beiges dérivent chez la souris de progéniteurs Pax7-Myf5- 

apparentés à une cellule de type vasculaire musculaire lisse comme pour les 

adipocytes blancs170,263±265. Or de manière remarquable les adipocytes beiges 

peuvent être générés directement de la conversion des adipocytes blancs, comme 

cela a été montré par « lineage tracing ª che] la VoXUiV, eW en l¶abVence de 

prolifération des progéniteurs104,266±268. S¶enVXiYenW deXx processus parallèles : la 

miWochondUiogenqVe Yia PGC1Į, qui sert de support269,270 et le programme 

thermogénique 128. Malgré un programme commun, des différences existent entre 

l¶adipogenqVe bUXne eW beige, poXU UeYXe YoiU Inagaki eW al 2017271. 

La mitochondrie est un organite cellulaire cytosolique ayant un rôle crucial 

dans le métabolisme de la cellule. Elle assure le cycle de Krebs, la décarboxylation 

du pyruvate, la ɴ-oxydation des acides gras et la dégradation de certains acides 

aminés272. C¶eVW aX Vein de la mitochondrie TX¶est synthétisé plXV de 95% de l¶ATP 

cellulaire. Les protéines mitochondriales sont codées par le génome mitochondrial 

et le génome nucléaire. Le génome mitochondrial est circulaire et contient 16569 

paires de bases. Les gènes mitochondriaux codent 13 protéines, 22 ARN de 

transfert et 2 ARN ribosomiques273. Parmi les 13 protéines on retrouve certaines 

sous-unités des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale : deux sous-

XniWpV de l¶ATP V\nWhaVe, ceUWaineV NADH dpVh\dUogpnaVeV dX comple[e I, la 

cytochrome c oxydoréductase B du complexe III et certaines cytochrome c 

oxydases du complexe IV274. La majorité des protéines mitochondriales sont 

codées par le génome nucléaire, synthétisées dans le cytosol et importées dans la 

mitochondrie272. Le facWeXU mavWUe de la miWochondUiogenqVe eVW PGC1Į. Il eVW 

transcrit grâce à un ensemble de cofacteurs tels que PRDM16 et le couple PPARܵ-

EBF2. En tant que co-activateur de PPARܵ, la protéine PGC1Į peUmeW la 

transcription des facteurs précoces de la mitochondriogenèse comme le « Nuclear 

Respiratory Factors » NRF1 et NRF2. Ces derniers induisent conjointement avec 

CREB (activée par une signalisation AMPc ± PKA) la transcription de gènes 

nXclpaiUeV impliTXpV danV la UeVpiUaWion miWochondUiale eW la UpplicaWion de l¶ADN 

mitochondrial, notamment les Mitochondrial Transcription Factor A (TFAM) et les 

Mitochondrial Transcription Terminaison Factor (MTERF). Ainsi, la biogenèse 
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mitochondriale se fait de manière coordonnée avec le noyau275,276. La 

mitochondriogenèse est couplée à la transcription d¶UCP1, ces mitochondries des 

adipocytes beiges/bruns disposent des protéines supportant leur fonction 

thermogénique. 

4. Autres modèles de cellules souches adipogéniques :  

Les hMADs (human multipotent adipose-derived stem cells) sont un modèle 

cellXlaiUe dpcUiW en 2004 paU l¶pTXipe de ChUiVWian Dani j Nice 277. Ce sont des ASC 

non modifiées issues de biopsies de TA pédiatrique. Ce modèle cellulaire est 

intéressant du fait du jeune âge des donneurs (< 7 ans), permettant aux cellules 

d¶rWUe mainWenXeV en cXlWXUe jXVTX¶j 20 paVVageV VanV VXbiU de VpneVcence 

réplicative. Elles ne sont pas immortalisées, ont un caryotype normal, et ont toutes 

les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des CSM278. Elles peuvent se 

différencier in vitro en adipocyte blanc279, adipocyte beige ou brun280, 

ostéoblaste281, chondroblaste282, et également en cellule endothéliale283 et en 

myoblaste277. Ce modqle eVW VXUWoXW XWiliVp poXU l¶pWXde de l¶adipogenqVe des tissus 

blancs et beiges. En effet, les adipocytes blancs issus de la différenciation de ces 

cellules montrent des caractéristiques fonctionnelles d¶adipocytes natifs : ils 

VpcUqWenW deV adipokineV WelleV TXe la lepWine eW l¶adiponecWine, e[pUimenW leV 

récepteurs aux hormones thyroïdiennes et répondent j l¶inVXline, aX[ agoniVWeV deV 

UpcepWeXUV ȕ-adrénergiques et aux peptides natriurétiques. De plus, in vitro, une 

activation chronique de PPAR  par la rosiglitazone favorise leur différenciation en 

adipocyte beige : la quantité et l¶activité mitochondriales sont augmentées, et le 

programme thermogénique (UCP1, CIDEA, ELOVL3, CPT1b) est exprimé. 

Cependant, les cellules hMADs sont Myf5 négatives. Les adipocytes obtenus sont 

donc plus beiges que bruns. Ce modèle de la conversion des adipocytes blancs en 

beiges grâce à une exposition brève des adipocytes blancs obtenus à la 

rosiglitazone a été bien étudié266,284. Pour résumer, les hMADs sont un modèle 

d¶pWXde de l¶adipogenqVe j paUWiU de CSM humaines jeunes bien caractérisées pour 

l¶obWenWion d¶adipoc\WeV blancV eW beigeV maWXUeV eW foncWionnelV in vitro. 

Les iPS (induced-pluripotent stem cells) sont des cellules souches 

pluripotentes obtenues à partir de cellules différenciées par reprogrammation (voir 

chapitre reprogrammation cellulaire). Leur potentiel adipogénique a été démontré 
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en 2009 par Taura et collaborateurs285. CependanW, l¶obWenWion d¶adipoc\WeV beigeV 

oX bUXnV j paUWiU d¶iPS ne Ve faiW paV Velon leV mrmeV pUoWocoleV TX¶j paUWiU de 

progéniteurs adultes. Il était npceVVaiUe de foUceU l¶e[pUeVVion de PPAR 2286 ou de 

Pax3287. RpcemmenW, il a pWp poVVible d¶obWeniU deV pUogpniWeXUV d¶adipoc\WeV 

beiges/bruns foncWionnelV j paUWiU d¶iPS VanV WUanVfecWion288,289. L¶XWiliVaWion dX 

milieu de culture Endothelial cell Growth Medium 2 (EGM2) eW d¶Xn inhibiWeXU de la 

voie Transforming Growth Factor β1 (TGFȕ1)/AcWiYine peUmeW en effeW l¶obWenWion 

d¶adipoc\WeV riches en lipides exprimant FABP4, PLIN1, UCP1, PAX3, DIO2, 

CD137, ZIC1, CIDEA eW capableV de UppondUe j l¶inVXline. 
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Chapitre 3 :  La plasticité 

Un autre processus de formation des adipocytes est la plasticité. La plasticité 

est une notion acceptée par de nombreuses disciplines. Dans la littérature, la 

plasticité amène à des notions de malléabilité, docilité et mollesse. En physique, on 

diW d¶Xn maWpUiaX TX¶il eVW plaVWiTXe V¶il eVW capable de Ve dpfoUmeU VanV rompre et 

TX¶il résiste à un stress lui étant appliqué (une force physique par exemple). En 

biologie, la plaVWiciWp eVW dpfinie paU la capaciWp d¶Xn oUganiVme / Xn WiVVX / Xne 

cellule à changer de phénotype / d¶idenWiWp / de foncWion en réponse à des variations 

de l¶enYiUonnemenW. La plaVWiciWp cellXlaiUe eVW la capaciWp d¶Xne cellXle j Ve 

convertir en un autre type cellulaire de manière spontannée ou par des signaux 

externes ou des expériences de perturbation de gènes. En résumé, la plasticité est 

la facXlWp d¶adapWaWion j Xn changemenW paU la modificaWion d¶Xn pWaW. Nous 

rediscuterons de cette définition dans la partie « Discussion générale » de ce 

manuscrit. Lorsque nous parlons de plasticité, il faut tenir compte de l¶pchelle. Ici, 

nous nous intéressons à la plasticité tissulaire et cellulaire. 

1. La plasticité du TA che] l¶adulte 

Le TA est un organe plastique qui, selon les stimuli, présente une réponse 

adaptative aux variations des besoins énergétiques de l¶oUganiVme (repas - effort 

physique), des conditions environnementales extérieures (froid - chaud) ou intra-

tissulaires (métabolites), le TA change de phénotype et de fonction. On parle de 

remodelage et de plasticité du tissu. Cette capacité est telle que l¶on dpcUiW Xne 

gUande YaUiabiliWp de moUphoW\peV j l¶pchelle deV indiYidXV (maigreur versus 

obésité). ¬ l¶pchelle cellXlaiUe, les adipocytes qui le composent sont plastiques car il 

est décrit des adipocytes blancs, bruns, beiges et roses (voir section 1. b. iii. La 

lactation), et que deV VWimXli biologiTXeV peXYenW enWUaineU deV WUanViWionV d¶Xn type 

d¶adipoc\We j Xn aXWUe.  

a. La plasticité du TA 

i. Variations de la balance énergétique 

La fonction première du TA blanc est la gestion des substrats énergétiques 

en fonction des variations environnementales. Lorsque la balance énergétique 
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penche en faYeXU dX VWockage, c¶eVW-à-dire que les apports surpassent les 

dppenVeV, le TA eVW Uemodelp poXU V¶adapWeU aX[ VXUplXV. Il croît par augmentation 

de la taille (hypertrophie) puis du nombre (hyperplasie/adipogenèse) 

d¶adipoc\WeV 205,290±292. Le Uemodelage dX conWenX adipoc\WaiUe V¶accompagne 

d¶une synthèse ou d¶une dégradation et un remodelage de la MEC, et la formation 

de nouveaux vaisseaux sanguins paU le pUoceVVXV d¶angiogenqVe293±295. 

Cependant, une fine régulation de ces processus est nécessaire296,297. Des 

adipocytes trop hypertrophiques induisent une inflammation tissulaire298,299 et une 

MEC WUop fibUeXVe UeVWUeinW la capaciWp d¶e[panVion dX TA198,203,300,301. Si le TA 

aWWeinW Va limiWe d¶e[panVion oX n¶eVW plXV fonctionnel, une inflammation apparaît180 

et des dépôts ectopiques lipotoxiques se foUmenW aX Vein d¶aXWUeV oUganeV WelV TXe 

le foie, le pancréas, les muscles et les vaisseaux sanguins, générant des maladies 

mpWaboliTXeV aVVocipeV j l¶obpViWp302±305. Ainsi, la plasticité fonctionnelle du TA 

blanc préserve des maladies associpeV j l¶obpViWp.  

A l¶inYeUVe, loUVTXe la balance penche en faYeXU de la dppenVe pneUgpWiTXe, 

le TA eVW Uemodelp poXU V¶adapWeU j la peUWe deV VXbVWUaWV pneUgpWiTXeV. Le TA eVW 

ainsi très flexible du fait de ses variations de morphotype rapides et continues, de 

manière quotidienne en fonction des repas, ou chronique lors de régimes hyper ou 

hypo-caloUiTXeV. La chiUXUgie baUiaWUiTXe peUmeW d¶amplioUeU le mpWaboliVme deV 

lipideV, de UeVWaXUeU la VenVibiliWp j l¶inVXline eW de diminXeU l¶inflammaWion 

chronique306,307. Les patients ont une forte diminution de la taille des dépôts 

ectopiques et des différents TA308±310. Leur espérance de vie est ainsi améliorée306. 

Cependant, il semblerait que le remodelage du tissu consiste en une diminution de 

la taille des adipocytes mais pas du nombre206,311.  

ii. Thermogenèse 

Le TA bUXn V¶acWiYe plXV oX moinV poXU UpgXleU la WheUmogenqVe de maniqUe 

fine en foncWion deV beVoinV de l¶oUganiVme en UpponVe j Xn VWUeVV WheUmiTXe. 

C¶eVW poXr cela que les dépôts de TA brun prennent en volume par imagerie 18F-

FDG-PET-Scan lorsque les individus sont exposés à une baisse de température. 

De plXV, leV adipoc\WeV bUXnV TXi le compoVenW peXYenW V¶adapWeU j l¶pchelle 

cellulaire par un enrichissement en mitochondries thermogéniques ou par 

l¶e[pUeVVion d¶Xne acétyl-CoA hydrolase. Cette enzyme leur permet de contourner 
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le c\cle de KUebV poXU l¶o[\daWion deV acideV gUaV, eW donc de pUodXiUe de la 

chaleur plus rapidement/efficacement. 

b. La plasticité des adipocytes 

i. Froid / Chaud  

La température extérieure à laquelle un individu est exposé varie tout au 

long de la journée, de ses déplacements, des saisons ou de son lieu de vie. 

Pourtant, la température corporelle est maintenue dans un équilibre dynamique 

autour de 37°C, c¶eVW l¶hompoVWaVie WheUmiTXe. Une WemppUaWXUe coUpoUelle 

inférieure à 35°C est une hypothermie qui peut entrainer le coma puis la mort. À 

température ambiante, le TA blanc par les adipocytes blancs, stocke et libère 

l¶pneUgie en réponse aux beVoinV d¶pneUgie ; le TA beige est dormant et inactif car 

le TA brun assure la fonction thermogénique basale de l¶oUganiVme. LoUV d¶Xne 

exposition au froid, les TA bruns et beiges sont stimulés312. Ce dernier augmente 

en quantité 103. Chez la souris, les adipocytes beiges apparaissent par activation 

d¶adipoc\WeV beigeV pUpe[iVWanWV j l¶pWaW doUmanW pXiV paU conYeUVion d¶adipoc\WeV 

blancs104. Enfin, Vi le VWimXlXV peUdXUe, l¶adipogenqVe beige peUmeWWUa l¶appoUW de 

nouveaux adipocytes thermogéniques. Toutefois, si le stress de baisse de 

WemppUaWXUe enYiUonnemenWale V¶aUUrWe, la balance hompoVWasique penche en 

faveur de la thermolyse : les adipocytes beiges redeviennent dormants puis blancs. 

Cependant, une mémoire cellulaire est gardée. Il a notamment été montré par 

marquage et suivi de cellules (lineage tracing) dans le TA blanc chez la souris que 

parmi Xne popXlaWion hpWpUogqne d¶adipoc\WeV blancV et beiges, les adipocytes 

beiges récemment activés par une exposition au froid étaient ceux réactivés lors 

d¶Xne e[poViWion VecondaiUe aX fUoid104. Cette mémoire est notamment régulée au 

niveau épigénétique : maUTXeV d¶hiVWoneV, facWeXUV pionnieUV, facWeXUV de 

transcription. 

ii. Stress métabolique : le lactate 

Le TA a également montré de grandes capacitéV d¶adapWaWion j Von 

environnement métabolique chez la souris. En plus de la signalisation ɴ3-

adrénergique, plusieurs autres stimuli peuvent induire le brunissement des TA. Le 

laboUaWoiUe a noWammenW dpmonWUp TX¶Xn enYiUonnemenW Uiche en lacWaWe indXiW Xne 



 

  

Évolution histologique de la glande mammaire murine lors de la lactation 

 
Source : Cinti S. Pink Adipocytes. Trends Endocrinol Metab 29, 651-666 (2018) 

 

Figure 16 : Évolution histologique de la glande mammaire murine lors de la 

lactation 

 
CKH] OD VRXULV, OD JODQGH PDPPDLUH HVW PDMRULWDLUHPHQW FRQVWLWXpH G¶DGLSRF\WHV EODQFV. 

Quelques conduits sont présents chez la femelle non fécondée. Lors de la gestation, les cellules 

épithéliales entourant les alvéoles mammaires sont remplies de lipides, ce sont les adipocytes roses. 

Ces adipocytes roses apparaissent au sein du tissu par transdifférenciation des adipocytes blancs et 

UHVWHQW MXVTX¶j OD SpULRGH GH ODFWDWLRQ. DXUDQW OD SKDVH G¶LQYROXWLRQ TXL VXLW Oa lactation, les adipocytes 

URVHV GLVSDUDLVVHQW DYHF O¶LQYROXWLRQ GHV DOYpROHV, HW OHV DGLSRF\WHV EODQFV GHYLHQQHQW PDMRULWDLUHV au 

sein du tissu mammaire. 

Source : Cinti S. Pink Adipocytes. Trends Endocrinol Metab 29, 651-666 (2018) 
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conversion des adipocytes blancs murins en adipocytes beiges313. Le lactate est 

produit à partir du pyruvate lorsque le flux glycolytique dépasse les capacités 

oxydatives de la cellule et ce, quel que soit la pression en oxygène. Considéré 

longtemps comme un simple déchet métabolique, il peut aussi être consommé par 

des cellules et alimenter leur métabolisme oxydatif, servir de substrat pour les voies 

de biosynthèse, par exemple la voie de la néoglucogénèse ou encore le cycle de 

Cori, et agir comme molécule de signalisation, on parle de lacthormone314. Au sein 

deV adipoc\WeV, l¶aXgmenWaWion de l¶pWaW Uedo[ inWUacellXlaiUe (UappoUW NADH/NAD+) 

indXiWe paU la conYeUVion dX lacWaWe en p\UXYaWe paU l¶acWiYiWp de la lactate 

désh\dUogpnaVe eVW j l¶oUigine de l¶aXgmenWaWion de l¶e[pUeVVion d¶Ucp1313. Étant 

donnp TX¶UCP1 accplqUe le foncWionnemenW de la chaine UeVpiUaWoiUe eW diminXe 

ainVi le UaWio NADH/NAD+, le laboUaWoiUe a pUopoVp l¶h\poWhqVe Velon laTXelle 

l¶appaUiWion deV adipoc\WeV beigeV conVWiWXeUaiW Xn mpcaniVme adapWaWif poXU leYeU 

de fortes pressions redox extracellulaires315. En plXV de UpgXleU l¶e[pUeVVion 

d¶UCP1, le lacWaWe aXgmenWe l¶e[pUeVVion eW la VpcUpWion de la baWokine FGF21 (TXi 

induit le browning du TA blanc chez la souris316,317), et ce via une phosphorylation 

transitoire de la p38-MAPK318. Ainsi, suite à un stress métabolique, les adipocytes 

blancV deYiendUaienW beigeV poXU pUpVeUYeU l¶hompoVWaVie dX TA eW/oX deV aXWUeV 

tissus en réponse à ce stress redox. Il est à noter que les corps cétoniques de type 

ɴ-hydroxybutyrate induisent des effets similaires au lactate sur la plasticité des 

adipocytes313,318. Depuis ces travaux du laboratoire, la régulation du browning par 

ces métabolites à fort potentiel redox a été démontré par ailleurs319. L¶enVemble de 

ces travaux reste cependant j confiUmeU che] l¶hXmain. 

iii. La lactation 

Lors de la grossesse, de l¶allaiWemenW, eW en ppUiode poVW-lactation, le TA 

entourant la glande mammaire subit des modifications morphologiques, 

phénotypiques et fonctionnelles drastiques (voir figure 16). Très étudié chez la 

VoXUiV, le dpYeloppemenW eW l¶inYolXWion deV alYpoleV de la glande mammaiUe loUV de 

la grossesse et de la période post-lactation se fait en 2 étapes concomitantes avec 

la disparition et la réapparition du TA de la glande mammaire respectivement : une 

première phase où les alvéoles sont constituées de cellules épithéliales vides de 

toute gouttelette lipidique et dérivant de la prolifération de cellules souches ; et une 

seconde phase où les cellules épithéliales se chargent en lipides alors que le TA 



 

  

Figure 17 : Lignage VML 

 
Les cellules vasculaires musculaires lisses (VML) sont plastiques, eOOHV SHXYHQW SDVVHU G¶XQ 

phénotype indifférencié proliférateur et producteur de Matrice Extra-Cellulaire (MEC) à un phénotype 

FRQWUDFWLOH. 3RXU SDVVHU G¶XQ SKpQRW\SH j XQ DXWUH, OHV FHOOXOHV H[SULPHQW SOXV RX PRLQV O¶HQVHPEOH 

des protéines contractiles, canaux ioniques et molécules de transduction du signal nécessaires à leur 

IRQFWLRQ. Į6MA : DFWLQH PXVFXODLUH OLVVH GH W\SH Į ; 6M22Į : transgeline ; CNN1 : calponine 1 ; 

TPM1 : FKDvQH Į GH OD WURSRP\RVLQH ; CALD1 : h-caldesmone ; SMTN : smootheline ; MYH11 : 

chaîne lourde de la myosine de type 11. 

Adapté de : Owens GK. Regulation of Differentiation of Vascular Smooth Muscle Cells. Physiological 

Reviews 75, 487-517 (1995) 
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diminue. Ces cellules épithéliales chargées en lipides sont issues de la 

WUanVdiffpUenciaWion deV adipoc\WeV blancV dX TA en adipoc\WeV diWV UoVeV caU il n¶\ 

a pas de cellules prolifératives BrDU+ durant cette période320,321. Cependant, on ne 

sait pas si des mécanismes de transition épithéliaux-mésenchymateuse 

inWeUYiennenW danV ce pUoceVVXV caU cela n¶a paV pWp dpcUiW. Les adipocytes roses 

sont définis par 3 caractéristiques : ils stockent des acides gras, ils apparaissent 

dans le TA sous-cutané de la glande mammaire chez la femelle gestante et en 

lactation, enfin, ils ont une couleur rose au niveau macroscopique322. 

Morphologiquement, ce sont des cellules qui ont de grosses mitochondries et un 

réticulum endoplasmique développé, de nombreux peroxysomes et qui émettent 

des projections cytoplasmiques. Ils sont multiloculaires avec seulement quelques 

grosses vacuoles lipidiques, et non de nombreuses petites grappes comme on peut 

en trouver dans les adipocytes bruns ou beiges. En plus de sécréter les 

constituants du lait maternel, il semblerait que ces adipocytes roses sécrètent de la 

leptine, ce qui diminXe le UiVTXe d¶obpViWp che] le noXYeaX-né323. Inversement, en 

fin de lactation, on observe une conversion des adipocytes roses en blancs, eW l¶on 

revient à la morphologie et la fonction du TA mammaire originel. Ainsi, le TA est 

capable de V¶adapWeU paU WUanVdiffpUenciaWion WUanViWoiUe d¶adipoc\WeV blancV en 

roses et inversement. 

c. Autres processus de plasticité cellulaire du TA :  

 Le TA est traversé par de nombreux vaisseaux sanguins. Les cellules 

Vasculaires Musculaires Lisses (VML) entourent certains vaisseaux sanguins et en 

UpgXle le diamqWUe, ainVi TXe la pUeVVion dX Vang TXi V¶pcoXle j l¶inWpUieXU eW donc la 

distribution du flux sanguin. Ces cellules prolifèrent peu et expriment de 

nombreuses protéines impliquées dans leur fonction contractile (voir figure 17). 

Cependant, lors de la vasculogenèse ces cellules prolifèrent davantage et sécrètent 

beaucoup de MEC de type collagènes et élastines. Un des facteurs clé dans la 

fonction de ces cellules est le TGFȕ1, noWammenW paU Von U{le pUo-différenciant de 

ces cellules en myofibroblastes. Des études par « lineage tracing » chez la souris 

ont montré que les adipocytes dérivent de progéniteurs péri-vasculaires exprimant 

ou ayant exprimé la Myosin Heavy Chain 11 (MYH11), un marqueur tardif de 

cellules VML265 et l¶acWine Į mXVcXlaiUe liVVe (ĮSMA), un marqueur précoce de 

cellules VML324. De manière remarquable, les cellules VML sont plastiques car 
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Velon leV VolliciWaWionV ph\ViologiTXeV de l¶oUganisme elles peuvent permuter entre 

un phénotype conWUacWile diffpUencip ĮSMA+ MYH11+ V¶appaUenWanW aX 

myofibroblaste et un phpnoW\pe non diffpUencip n¶e[pUimanW paV oX peX l¶ĮSMA eW 

MYH11 et sécrétant de la MEC325. On parle de switch phénotypique entre un 

phénotype contractile et un phénotype synthétique. Le facteur KLF4 serait impliqué 

dans cette plasticité, par des processus similaires à ceux retrouvés dans la 

reprogrammation cellulaire326±329. Cette plasticité dppend pgalemenW de l¶inWpgUaWion 

complexe de nombreux signaux environnementaux330 : facteurs sanguins (TGFɴ1, 

PDGFɴ, angiotensine II, endotheline 1), interactions entre cellules VML (contacts 

cellule-cellule, facteurs autocrines), influences de cellules endothéliales (facteurs 

diffusibles, oxyde nitrique, contacts cellulaires, perméabilité vasculaire), forces 

mécaniques (forces hémodynamiques, étirements passifs, pressions actives), MEC 

(molpcXleV d¶adhpVion, MMPV), conWU{leV neXUonaX[ (neXUoWUanVmeWWeXUV, conWU{le 

du tonus vasculaire), environnement métabolique (apports en O2) et stimuli de 

bleVVXUeV oX d¶aWhpUomeV (pUodXcWionV eW/oX pUpVence de lipideV, WUaXmaWiVmeV 

mécaniTXeV, Wo[ineV, eVpqceV UpacWiYeV de l¶o[\gqne, mpdiaWeXUV eW cellXleV 

inflammatoires). Il est également décrit des cellules VML de différents phénotypes 

aX Vein deV plaTXeV d¶aWhpUome 325 : chez le porc331 et le primate332 le PDGF 

augmente la migration et la prolifération des cellules VML ce qui leur donne un 

phénotype de cellules VML microprolifératives ;  les cytokines inflammatoires telles 

TXe le TNFĮ eW l¶IL-1 induisent un phénotype inflammatoire des cellules VML par la 

VXUe[pUeVVion d¶IL-6, d¶Inter Cellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) et de 

MMPs333,334 ; un phénotype osteo-chondrogenique de cellules VML a même été 

dpcUiW che] la VoXUiV poXU Von U{le danV la calcificaWion de la plaTXe d¶aWhpUome335. 

Bien TXe l¶oUigine dpYeloppemenWale deV cellXleV VML ne VoiW paV bien 

définie, les fibroblastes et myofibroblastes appartiennent au lignage VML. Or la 

perte de fonction de la protéine Nieman-Pick Type C2 (NPC2) dans des 

fibUoblaVWeV de peaX hXmaine aXgmenWe l¶e[pUeVVion de maUTXeXUV d¶adipoc\WeV, 

dont PPAR . LoUVTX¶ilV VonW cXlWiYpV en pUpVence d¶Xn cockWail adipogénique, ces 

fibroblastes donnent des adipocytes riches en vésicules lipidiques alors que les 

fibUoblaVWeV e[pUimanW NPC2 ne poVVqdenW paV de goXWWeleWWeV maUTXpeV j l¶Oil 

Red O. Ainsi les fibroblastes de la peau peuvent se transdifférencier en adipocytes 

che] l¶hXmain et NPC2 régule cette plasticité. Par ailleurs, via des modèles de 



 

  

Figure 18 : Photo d¶un lipo-fibroblaste ou fibro-adipocyte  

 
Etude ultrastructurale G¶XQ myofibroblaste adipocytaire (tel que dénommé dans la publication 

source) dérivé des cellules STRO-1+ de moelle osseuse humaine. La cellule est polarisée avec un 

S{OH P\RILEUREODVWLTXH (B) HW XQ S{OH DGLSRF\WDLUH j O¶RSSRVp (C). LH S{OH P\RILEUREODVWLTXH FRQWLHQW 

des microfilaments et des pontages entre fibres alors que le pôle adipocytaire contient de 

nombreuses petites gouttelettes lipidiques. N : noyau ; m : myofilaments ; tête de flèche : caveolae ; 

longues flêches : pontages de fibres. Microscopie électronique à transmission ; EDUUH G¶pFKHOOH : 

inconnue. 

D¶apUqV : Dennis JE, Carbillet JP, Caplan AI, Charbord P. The STRO-1+ marrow cell population is 

multipotential. Cells Tissues Organs 170,73-82 (2002) 



Hélène Leménager 
39 

souris transgéniques SM22-Cre;R26R et ĮSMA-CreERT2;R26R, il a été montré 

récemment in vivo l¶appaUiWion d¶adipoc\WeV dpUiYanW de cellXleV de W\pe 

myofibroblastique au niveau du follicule pileux lors des processus de cicatrisation 

suite à une blessure42. Or la perte de PPAR  dans ces cellules ou la délétion du 

récepteur 1a des BMP empêche ce processus de transdifférenciation, suggérant 

l¶implicaWion de ceV YoieV. Ce pUoceVVXV de conYeUVion lipo-fibroblastique ou fibro-

adipogénique a également été mis en évidence chez la souris lors de la résolution 

de la fibrose pulmonaire induite par la bleomycine337. Le fibUoblaVWe paVVe d¶Xn 

phpnoW\pe m\ofibUoblaVWiTXe aYec l¶e[pUeVVion d¶Xn pUogUamme m\ogpniTue lors 

de la formation de la fibrose, à un phénotype lipofibroblastique exprimant un 

programme adipogénique lors des phases de résolution de la fibrose (voir figure 

18). Enfin, leV CSM, TXel TXe VoiW leXU WiVVX d¶oUigine (moelle oVVeXVe, TA oX 

cordon ombilical) Ve diffpUencienW VponWanpmenW en m\ofibUoblaVWeV loUVTX¶elleV 

sont cultivées in vitro sur un support rigide tel que le plastique des flacons de 

culture classiques (rigidité de 10 000 kPa selon le module de Young) et en 

présence de sérum250. Cependant, leur culture sur substrats mous (3kPa ; c¶eVW-à-

dire la rigidité du TA blanc murin in vivo338) diminXe l¶e[pUeVVion pUoWpiTXe de 

l¶ĮSMA eW aXgmenWe l¶e[pUeVVion de PPAR  ainsi que la production de lipides sans 

modificaWion de leXU maWXUiWp. Il V¶agiUaiW donc d¶Xne WUanVdiffpUenciaWion enWUe Xn 

myofibroblaste et un adipocyte, eW non d¶Xne dédifférenciation VXiYie d¶Xne 

différenciation en adipocyte. 

AinVi, l¶enVemble deV cellXleV appaUWenanW aX lignage VML pUpVenWeV danV le 

TA démontre de grandes capacités de plasticité chez les mammifères. 

2. Transforming Growth Factor ȕ : 

Le TGFɴ1 est une cytokine essentielle à la différenciation des cellules VML 

vers un phénotype de myofibroblaste. De plus, de nombreux travaux ont montré le 

rôle clé de cette molécule lors de la transition épithélio-mésenchymateuse des 

cellules épithéliales. Le TGFɴ1 semble donc être une molécule clé impliquée dans 

les processus de plasticité cellulaire. 

a. Superfamille des TGFȕ  



 

  

Figure 19 : Signalisation canonique de la surperfamille du TGFȕ  

 
La voie de signalisation canonique de la superfamille du TGFȕ1 passe par différents 

hétérodimères de récepteurs selon le ligand désigné. L¶DFWLYDWLRQ GX UpFHSWHXU j DFWLYLWp 

sérine/thréonine kinase induit la phosphorylation des facteurs de transduction du signal R-Smads. La 

liaison des R-Smads avec le Co-Smad SMAD-4 induit la transduction nucléaire du signal pour réguler 

O¶H[SUHVVLRQ GHV JqQHV. 

Source : Hélène Leménager, STROMALab 
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La VXpeUfamille deV TGFȕ UegUoXpe Xn enVemble de 33 c\WokineV 

dimpUiTXeV conVeUYpeV enWUe leV eVpqceV. ElleV VonW idenWifiableV paU leXU n°Xd de 

cystéines maintenues structurellement par des ponts disulfides339. Historiquement, 

les TGF ont été identifiés comme des facteurs oncogéniques capables de 

transformer les cellules voisines de la tumeur et de les rendre pro-tumorales, d¶o� 

leur nom Transforming Growth Factor340. Cette famille de cytokines est impliquée 

dans de nombreux processus physiopathologiques tels le développement, la 

diffpUenciaWion, l¶angiogenqVe, l¶apopWoVe, la VXUYie, la migUaWion cellXlaiUe, leV 

réponses immunitaiUeV, la caUcinogenqVe, eWc« Ces molécules sont réparties en 

différentes classes : TGFȕ (TGFȕ1, TGFȕ2, TGFȕ3), AcWiYineV (AcWiYine A, AcWiYine 

B, Inhibin), Nodal, BMPs (BMP 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8a, 8b, 10, 11, 15), growth 

differentiation factors (GDF 1 à 15), AMH/MIS. On compte également des 

effecWeXUV alWeUnaWifV oX acceVVoiUeV WelV TXe l¶Endoglin, le ȕ-Glycan, Cripto et 

Lefty1/2. 

b. Signalisation des voies TGFȕ 

i. Récepteurs 

La Yoie de VignaliVaWion molpcXlaiUe deV TGFȕ dpbXWe paU la fi[aWion du 

dimère de cytokine à son récepteur (voir figure 19). Le UpcepWeXU deV YoieV TGFȕ 

est un complexe hétérodimérique de protéines transmembranaires à activité 

sérine/thréonine kinase. Le récepteur est constitué de deux unités réceptrices de 

type II (qui activent le signal) et deux unités réceptrices de type I (qui propagent le 

signal)341. Il existe 5 récepteurs de type II : Activin Receptors type IIA et IIB pour les 

ligands Activine, Nodal et BMPs ; TGFȕ RecepWoU W\pe II poXU leV TGFȕV ; BMP 

Receptor II poXU leV BMPV eW AMH RecepWoU II poXU l¶AMH. L¶accqV du ligand à son 

UpcepWeXU peXW rWUe UpgXlp paU deX[ claVVeV de pUoWpineV. D¶Xne paUW deV pUoWpineV 

qui séquestrent le ligand et empêchent sa liaison au récepteur. On retrouve dans 

cette classe le Latency-Associated Peptide (LAP) TXi maVTXe l¶ppiWope de fi[aWion 

deV TGFȕ maWXUeV aX UpcepWeXU, un peWiW pUoWpogl\can nommp DpcoUine oX l¶Į2-

MacUoglobXline TXi lienW le TGFȕ libUe, la FolliVWaWine TXi lie leV AcWiYineV eW leV 

BMP, eW la choUdine, le ceUbeUXV eW Noggin TXi lienW leV BMPV. D¶aXWUe paUW, deV 

protéines solubles ou ancrées à la membrane plasmique à proximité du récepteur 

servent de co-récepteurs, ou récepteurs accessoires, en favorisant ou inhibant la 



 

  

Figure 20 : Voies non canoniques de signalisation du TGFȕ1 

 
La fixation du TGFβ sur son récepteur de type II entraîne son hétérodimérisation avec le 

récepteur de type I et la phosphorylation de ce dernier. La transduction du signal TGFβ se fait selon 

une voie canonique passant par les SMADs et des voies non canoniques diverses.  

Source : Akhurst RJ et al. Targeting the TGFβ signalling pathway in disease. Nature Reviews Drug 

Discovery 11, 790-811 (2012) 
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liaison du ligand sur son récepteur. On retrouve notamment dans cette classe 

l¶endogline, le ȕ-glycan et Cripto. La fixation spécifique du ligand entraine un 

changement de conformation du récepteur de type II induisanW l¶aXWo-

phosphorylation d¶Xn domaine kinase. Celui-ci phosphoryle alors le récepteur de 

type I sur une partie riche en Thréonine/Sérine/Glycine dite GS (de séquence 

TTSGSGSG), localisée à proximité du domaine kinase N-terminal qui est alors 

activé342. Il existe 7 récepteurs de type I : Anaplastic lymphoma kinase (ALK) 2, 

ALK4 et ALK7 pour les Activines et Nodal ; ALK5 poXU leV TGFȕ ; ALK1 pour le 

BMP9, le BMP10 eW poXU de foUWeV concenWUaWionV en TGFȕ ; ALK3 et ALK6 pour 

les autres BMPV eW l¶AMH. La WUanVdXction du signal se fait ensuite par la 

phoVphoU\laWion d¶effecWeXUV Velon Xne Yoie canoniTXe paVVanW paU leV Small 

Mothers Against Decapentaplegic homolog (SMAD). Il existe une voie non 

canonique de transduction du signal. 

ii. Voie canonique via les SMADs 

Les protéines SMAD sont des protéines de la voie canonique de 

WUanVdXcWion dX Vignal deV TGFȕ jXVTX¶aX no\aX. ElleV VonW conVWiWXpeV d¶Xn 

domaine MH1 de liaiVon j l¶ADN eW Xn domaine MH2 d¶inWeUacWion aYec leV 

récepteurs de type I activés, avec des protéines cytoplasmiques et avec des co-

facWeXUV de liaiVon j l¶ADN343. Il existe trois types de SMAD : les R-SMAD, c¶eVW-à-

dire celles régulées par le récepteur, les Co-SMAD, SMAD médiateurs, et les I-

SMAD, SMAD inhibiteurs. Les R-SMAD-1,-5, et -8 sont phosphorylés et activés par 

les kinases ALK-1,-2,-3, et -6, tandis que les R-SMAD-2 et -3 sont activés par ALK-

4,-5 et -7. Cette phosphorylation entraine leur homodimérisation, grâce à leurs 

domaines MH2 respectifs, pXiV la foUmaWion d¶Xn comple[e hpWpUoWUimpUiTXe aYec 

Co-SMAD4. Ce complexe est importé dans le noyau et, associé à des 

coactivateurs ou corépresseurs, il régule la transcription de gènes cibles. Les I-

SMAD-6 et -7 inhibenW la Yoie de VignaliVaWion deV TGFȕ paU comppWiWion aYec leV 

R-SMAD pour leur interaction avec le récepteur ou le Co-SMAD4. Ils ne possèdent 

pas de domaine MH1 et ne peuvent donc pas se lieU j l¶ADN. 

iii. Voies non canoniques 

En plus de la Yoie canoniTXe paVVanW paU leV SMADV, le TGFȕ peXW acWiYeU 

d¶aXWUeV effecWeXUV WelV TXe la p38 MAPK, la TGFȕ-Activated Kinase 1, les Tumour 



 

  

Figure 21 : Production, maturation et spcrption du TGFȕ1 

 ① Le pré-pro-7GFȕ1 ; ② dimérisation du pré-pro-7GFȕ1 ; ③ clivage entre le peptide 

G¶DGUHVVDJH HW OD LA3 ; ᬈ sécrétion sous forme latente ; ᬉ séquestration par la matrice extra-

cellulaire (ECM) et la Latent-Binding Protein (LTBP). Abbréviations : LLC : large latent complex ; 

RER : rough endoplasmic reticulum ; SLC : small latent complex.  

Adapté de : Janssens K et al. Transforming Growth Factor-ȕ1 to the Bone. Endocrine 

Reviews 26, 743-774 (2005) 
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necrosis factor Receptor-Asssociated Factor 4 et 6, la voie Phospho-Inositide-3-

Kinase / AKT, la voie des MAPK, la voie JUN N-terminal kinase / JUN, ou encore le 

nuclear factor-țǺ. Ces effecteurs peuvent également moduler la voie canonique et 

inhibeU l¶acWion dX TGFȕ344. Ainsi la cellule répond aux signaux induits par les TGFȕ 

par combinaison de la voie canonique et des voies non canoniques (voir figure 20). 

c. TGFȕ1 

DanV la VXpeUfamille deV TGFȕ on UeWUoXYe la famille deV TGFȕ 

prototypiques, qui regroupe 3 isoformes : TGFȕ1, TGFȕ2 eW TGFȕ3, chacXn pWanW 

codp paU Xn gqne diffpUenW. Bien TX¶ilV soient similaires danV leXU VpTXence eW TX¶ilV 

soient exprimés de manière ubiquitaire, leurs fonctions ne sont pas redondantes in 

vivo. Le TGFȕ1 eVW l¶iVofoUme majoUiWaiUe, Vi bien TX¶elle eVW paUfoiV nommpe 

XniTXemenW TGFȕ, poXYanW apporter de la confusion dans la littérature. 

Le gqne codanW le TGFȕ1 eVW localiVp VXU le chUomoVome 19 dX gpnome 

humain. Il est transcrit et traduit en une protéine de 390 acides aminés non 

fonctionnelle (voir figure 21): le pré-pro-TGFȕ1. Il V¶agiW d¶une protéine constituée 

de 3 domaines : Xn pepWide d¶adUeVVage aX[ YoieV VpcUpWoiUeV (29 acideV aminpV), 

un domaine associé à la latence de la protéine finale nommé LAP (249 acides 

aminés) et la protéine maWXUe TGFȕ1 finale foncWionnelle (112 acideV aminpV). Le 

pré-pro-peptide est dimérisé via des ponts disulfures entre des résidus cystéine en 

poViWion 223, 225 eW 356. Une foiV adUeVVp j l¶appaUeil de Golgi, le pepWide 

d¶adUeVVage est clivé du pré-pro-peptide, puis le LAP est clivé par une convertase 

de type furine mais maintenu par des ponts non-covalents sur le peptide mature ce 

qui pYiWe Xne acWiYaWion pUpcoce dX TGFȕ1 danV la cellXle 345. Cette structure est 

sécrétée par la cellule dans le milieu extra-cellulaire de manière isolée ou liée de 

manière covalente à la Latent-Binding Protein (LTBP). La présence du LAP associé 

à la forme maWXUe inhibe la liaiVon dX TGFȕ1 à son récepteur, conférant latence et 

régulation de la signalisation par le TGFȕ1. De mrme, par association à la LTBP, le 

TGFȕ1 peXW rWUe VpTXeVWUp aX niYeaX de la MEC ou à la surface de la cellule, 

générant des stocks de molécules de signalisation 346±348. Le TGFȕ1 maWXUe peXW 

ensuite être activé par 3 mécanismes par lesquels le site d¶inWeUacWion aX récepteur 

est libéré de son interaction avec le domaine LAP349 : 1/ dégradation du domaine 

LAP par des protéases, 2/ changement de conformation du domaine  LAP par 
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interaction avec des intégrines, thrompospondine TSP-1, «, oX 3/ UXpWXUe de la 

liaison non covalente entre le domaine LAP et la forme mature. Le TGFȕ1 maWXUe 

peut alors interagir avec son récepteur et activer les voies de signalisation 

canoniques et non canoniques en aval. 

d. Fonctions 

Le TGFɴ1 régule de nombreux processus cellulaires comme la prolifération, 

la sénescence, l¶apopWoVe oX encoUe la WUanViWion ppiWhplio-mésenchymateuse. La 

croissance cellulaire des cellules épithéliales est diminuée en présence de TGFɴ1, 

paU l¶inhibiWion de l¶e[pUeVVion de c-myc350, Xn gqne d¶acWiYaWion de la pUolifpUaWion 

cellulaire, et la transcription de gènes codant des inhibiteurs des kinases 

dépendantes des cyclines ce qui arrête le cycle cellulaire en phase G1351. Le 

TGFɴ1 paUWicipe j l¶apopWoVe de nombUeX[ W\peV cellXlaires tels que les 

hépatocytes, les lymphocytes B et les cellules épithéliales352. Le facteur de 

transduction du signal SMAD3 induit la dégradation de Bcl2, une molécule connue 

pour son rôle anti-apoptotique353. De plus, une suractivation de la voie de 

signalisation TGFɴ1 par la délétion du I-SMAD SMAD7, aXgmenWe l¶apopWoVe deV 

cellules cancéreuses hépatiques354. LeV cellXleV ppiWhplialeV aVVXUenW l¶pWanchpiWp 

de la barrière épithéliale par une forte cohésion inter-cellXlaiUe eW l¶e[pUeVVion de 

nombUeXVeV molpcXleV d¶adhérence cellule-cellule. Au contraire, les cellules 

mésenchymateuses ont de fortes capacités de migration et présentent peu de 

jonctions inter-cellulaires. Le TGFɴ1 est un inducteur majeur du processus de 

transition épithélio-mésenchymateuse, notamment dans le cadre du 

développement des cellules cancéreuses en métastases. Le TGFɴ1 régule en effet 

de nombreux programmes cellulaires nécessaires à cette transition comme la 

réorganisation du cytosquelette, la régulation des jonctions cellulaires ou encore 

l¶acTuisition de propriétés migratoires et invasives355. De par ses nombreuses 

foncWionV, le TGFȕ1 eVW actif à tous les stades de la vie : de l¶embU\ogpnqVe à 

l¶hompoVWaVie che] l¶adXlWe.  

3. SRY-related HMG-BOX 

Une autre grande famille de molécules impliquées dans les processus de 

plasticité est la famille des SRY-related HMG-Box (SOX). 



 

  

Figure 22 : Famille des facteurs pionniers SOX  

Alignement de séquences des 20 SOX murins, répartis en 9 sous-familles visibles à gauche 

GH O¶LPDJH. LH GRPDLQH GH OLDLVRQ j O¶AD1 HMG HVW FRQVWLWXp GH 79 acides aminés hautement 

FRQVHUYpV HQWUH 62;. L¶KRPRORJLH GH VpTXHQFHV HVW UHSUpVHQWpH SDU OH GLDJUDPPH HW OH ORJR VRXV OH 

tableau. 

Source : Kamachi Y. and Kondoh H. Sox proteins: regulators of cell fate specification and 

differentiation. Development 140, 4129-4144 (2013) 
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a. Classe des protéines SOX 

La famille SOX regroupe environ 20 membres classés en 9 sous-familles 

(voir figure 22). Les SOX sont des facteurs de transcription très conservés entre les 

espèces356. Ils sont identifiables par leur domaine High-Mobility Group (HMG) de 

liaiVon j l¶ADN. Ce VonW des facteurs de transcription très particuliers, on les 

appelle des facteurs pionniers car ce sont les premiers arrivés au niveau de la 

chromatine. 

b. Facteurs pionniers et destin cellulaire 

La chromatine est une structure complexe formée de protéines et d¶acides 

nXclpiTXeV. L¶ADN \ eVW compacWp paU Xne VpUie d¶enUoXlemenWV VXcceVVifV. CeV 

VWUXcWXUeV VonW compoVpeV d¶XniWpV de baVe compUenanW deux tours de la molécule 

d¶ADN aXWoXU d¶Xn c\lindUe conVWiWXp d¶Xn octamère de 4 protéines histones, on 

appelle cette confoUmaWion le nXclpoVome. L¶enVemble dX nXclpoVome eVW 

maintenu par une protéine de liaison, « Linker » ou histone H1357. 

Les modifications de structure de la chromatine régulent la fixation des 

facteurs de transcription et par conséquent la transcription des gènes358. La 

chromatine existe dans un état dit actif de type A (pour Active), qui représente 20 à 

40% dX gpnome eW poUWe deV maUTXeV ppigpnpWiTXeV d¶hiVWone h\pompWh\lpeV 

eW/oX acpW\lpeV, c¶eVW j diUe ouvert à la transcription des gènes(H3K4me, 

H3K9/27ac, «359). A l¶inYeUVe, 20% de la chUomaWine e[iVWe danV Xn pWaW dit fermé 

eW poUWanW deV maUTXeV d¶hiVWone h\peUmpWh\lpeV fermées à la transcription, on 

parle de chromatine de type R (pour « Repressive » ; H3K27me, H3K9me, «360). 

La chromatine de type L (pour Low signal) est retrouvée sur 40 à 50% du génome 

et correspond à une chromatine dont les histones ne sont pas ou peu marqués361. 

Cependant, ceWWe chUomaWine n¶eVW confoUmaWionnellemenW paV acceVVible aX[ 

facteurs de transcription classiques, et une ouverture de cette chromatine nécessite 

des facteurs particuliers. Les facteurs pionniers, qui sont impliqués dans ce 

processus, sont donc fondamentaux pour l¶iniWiaWion de la WUanVcUipWion eW aX 

contrôle du devenir cellulaire 360,362. Les protéines SOX se lient au sillon mineur (12 

Å) de la doXble hplice d¶ADN de la chUomaWine de W\pe L gUkce j leXU domaine 

HMG. Ils interagissent avec un motif consensus ATTGTT363,364. Cette liaison 
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change la conformation des sillons mineur et majeur (22 Å), déplaçant la protéine 

Linker de l¶ocWamqUe d¶hiVWoneV eW dpUoXlanW ainVi le nXclpoVome. CeWWe oXYeUWXUe 

de la chromatine peUmeW l¶accqV j l¶ADN j de nombUeXVeV pUoWpineV WelleV TXe leV 

facWeXUV de WUanVcUipWion claVViTXeV, leV YaUianWV d¶hiVWone, leV pUoWpineV impliTXpeV 

danV le Uemodelage de la chUomaWine, « 364,365. Les facteurs SOX sont appelés 

pionniers, car ils sont les premiers à se lier à la chromatine de type L et permettent 

la fi[aWion d¶aXWUeV pUoWpineV. En conWU{lanW l¶acceVVibiliWp aX gpnome, leV facWeXUV 

pionniers contribuent au contrôle des fonctions et au devenir cellulaire. 

c. Facteurs pionniers et reprogrammation cellulaire 

Les facteurs pionniers ont suscité un intérêt croissant lorsque leur rôle dans 

la reprogrammation cellulaire a été identifié. Dès 1893 (Weismann A. The Germ-

Plasm: A Theory of Heredity. https://doi.org/10.5962/bhl.title.29345) eW jXVTX¶en 

1962366 on penVaiW TX¶Xne cellXle maWXUe pWaiW irréversiblement fixée dans son 

idenWiWp eW Va foncWion. Il V¶agiVVaiW d¶Xne YiVion dpWeUminiVWe danV laTXelle la cellXle 

devenait mature de manière irréversible paU Xne VXcceVVion d¶pWapeV YeUUoXillpeV 

de perte de potentialités. Par une expérience de transfert nucléaire, Sir John 

Gurdon a toutefois monWUp TX¶Xne cellXle VomaWiTXe maWXUe gaUdaiW WoXWefoiV Va 

capacité de pluripotence366. De nombreux travaux ont suivis367±373. Notamment 

ceX[ de RobeUW L. DaYiV en 1987, danV leVTXelV il a monWUp TX¶il pWaiW poVVible de 

convertir des fibroblastes murins C3H10T1/2 en myoblastes à la suite de la 

transfection d¶Xn YecWeXU d¶e[pUeVVion du facteur de transcription maître du lignage 

musculaire, M\oD. CeV WUaYaX[ onW ainVi monWUp TX¶Xn facWeXU de WUanVcUipWion 

unique pouvait changer l¶idenWiWp d¶Xne cellXle différenciée. Le dogme d¶Xn 

déterminisme figé commenoaiW j V¶effondUeU. En 2006, Yamanaka a montré chez la 

souris que des fibroblastes matures pouvaient être reprogrammés vers un état de 

pluripotence gUkce j l¶inWUodXcWion de 4 facWeXUV de WUanVcUipWion, donW SOX2 eW 

Octamer-binding transcription factor (OCT) 3/4, tous deux facteurs pionniers et 

appartenant respectivement aux familles SOXB1 et POU-V374. Ainsi sont apparues 

les cellules souches pluripotentes induites (iPS)375. Ces travaux ont été confirmés 

in vitro che] l¶hXmain Xn an plXV WaUd376 et ont valu le prix Nobel de médecine en 

2012 à Yamanaka. Depuis, il a été montré que la reprogrammation cellulaire était 

un processus en deux phases, difficile à obtenir373,377, une VW°chiompWUie fine des 

différents facteurs étant importante378. De plus, parmi les quatre facteurs pionniers 
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idenWifipV danV l¶pWXde pUincepV, OCT4 eW SOX2 joXenW Xn U{le majeXU eW il a pWp 

suggéré récemment que SOX2 à lui seul était suffisant pour reprogrammer des 

fibroblastes murins en iPS379,380. NANOG et Lin28 joueraient également un rôle 

tardif danV l¶obWenWion deV iPS eW deV cellXleV embryonnaires souches363,364. 

d. SOX2  

La protéine SOX2 appartient à la famille SOXB1 avec SOX1 et SOX3. Le 

gène SOX2 présente un court domaine N-terminal, suivi par le domaine de liaison à 

l¶ADN HMG-Box, et un long domaine C-terminal. Il est exprimé par les 

compaUWimenWV de cellXleV VoXcheV d¶oUigine endodeUmale eW ecWodeUmale. Le gqne 

SOX2 eVW localiVp VXU le chUomoVome 3 eW a la paUWicXlaUiWp de ne paV aYoiU d¶inWUon. 

Il fait ainsi partie des 1500 Single Exon Genes du génome, soit 0.85% du génome 

codant (source : database SEG sinex.cl). Ainsi, il ne VXbiW paV d¶ppiVVage alWeUnaWif 

poXYanW enWUaineU l¶appaUiWion de YaUianWV d¶ppiVVage oX de mXWaWionV. Son ARNm 

ne possède pas de queue poly-A, qui est remplacée par une structure en tige-

boucle. 

Il a été décrit des mutations du gène SOX2 entrainant des microphtalmies et 

deV anophWalmieV che] l¶hXmain381. La protéine SOX2 régule la transcription de son 

propre gène par une boucle de rétrocontrôle négatif via la phosphorylation et la 

relocalisation cytoplasmique de FoxO1382, un de ses facteurs de transcription 

activateur. Néanmoins, il peut être régulé négativement par des micro-ARNs tels 

que miR200383 et miR145384. De plus, le gène SOX2 a la paUWicXlaUiWp d¶rWUe localiVp 

aX Vein de l¶inWUon d¶Xn long ARN non codant nommé SOX2 Overlapping Transcript 

(SOX2OT)385. De 700kb de longueur, celui-ci n¶a paV de cadUe oXYeUW de lecWXUe 

mais plusieurs Transcription Start Sites et 13 exons qui sont épissés en plusieurs 

variants similaires à des ARNm possédant une coiffe et une queue polyA. Même si 

l¶inWeUacWion diUecWe n¶a paV pWp dpmonWUpe enWUe les transcrits de SOX2OT et SOX2, 

leur activation est rarement dissociable. L¶e[pUeVVion ecWopiTXe de SOX2OT 

augmente celle de SOX2. Il ne semble donc pas y avoir de régulation négative de 

SOX2OT sur SOX2. 

Une fois traduite, la protéine SOX2 est fortement régulée par des 

modifications post-traductionnelles telles que phosphorylation386±390, 

acétylation391,392, sumoylation393, glycosylation394, méthylation388,395, eWc« CeV 
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modifications régulent notamment sa localisation intracellulaire, sa demi-vie ou son 

interaction avec des partenaires nucléiques ou protéiques. La protéine SOX2 se lie 

j l¶ADN par interaction aYec d¶aXWUeV facWeXUV WelV TXe PARP1396 ou OCT4397,398. Le 

niveau de protéine SOX2 danV la cellXle eVW finemenW UpgXlp eW conWU{le, d¶Xn c{Wp 

l¶engagemenW d¶Xne cellXle VoXche YeUV la diffpUenciaWion, eW de l¶aXWUe le mainWien 

de l¶pWaW VoXche eW de ses potentialités. En effet, la surexpression de SOX2 d¶Xn 

facteur 2399 ou sa diminution de moitié400 favorisent tous deux la différenciation des 

cellules ES murines. De même, pour obtenir des iPS à partir de cellules matures de 

maniqUe plXV efficace, il eVW npceVVaiUe de mainWeniU deV WaX[ d¶e[pUeVVion d¶OCT4 

élevés et de SOX2 faibles dans la première étape du processus401. La délétion du 

gène SOX2 est létale au stade blastocyste, O¶IQQeU CeOO MaVV (ICM) n¶eVW paV 

VWUXcWXUp coUUecWemenW eW l¶ppiblaVWe ne Ve foUme paV402. La délétion du gène SOX2 

chez la souris adulte entraine la mort prématurée des animaux. La protéine SOX2 

est nécessaire au mainWien de l¶pWaW VoXche, donc j l¶hompoVWaVie deV WiVVXV paU le 

renouvellement de leur contenu cellulaire403. Il est associé à la pluripotence et 

l¶immaWXUiWp deV cellXleV VoXcheV. 
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OBJECTIFS SCIENTIFIQUES DE LA THÈSE 
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Du fait de leurs nombreuses fonctions, les CSM sont de grand intérêt en 

médecine régénératrice et en thérapie cellulaire. Cependant, la compréhension 

globale de ceV cellXleV n¶eVW paV aboXWie. Les CSM correspondent en fait à une 

population hétérogène de cellules ayant des potentialités différentes. À titre 

d¶e[emple, Veule une sous-population de BM-MSCs humaines exprimant le CD146 

eVW capable d¶aXWo-renouvellement in vivo217. Il a récemment été montré que des 

ASC humaines CD271+ étaient pro-fibrotiques, tandis que des ASC Mesenchymal 

Stromal Cell Antigen-1 (MSCA1) positives  étaient pro-adipocytaires172. Il en est de 

même pour les ASC ICAM1+ qui démontrent de plus grandes capacités de 

différenciation adipocytaire que les ASC Dipeptidyl peptidase-4 positives (DPP4)404. 

Cette hétérogénéité reflète un engagement plus ou moins avancé des différentes 

cellules vers différents lignages. Cet engagement impacte l¶immaturité et les 

potentialités des CSM en général. Il est donc primordial de mieux caractériser 

l¶engagemenW deV CSM.  

Bien que les BM-MSCs représentent 41% des CSM utilisées en thérapie du 

fait de leur découverte historique, les biopsies de la cUrWe iliaTXe de l¶oV pelYien 

dont dérivent ces cellules sont obtenues sous anesthésie générale par des 

méthodes invasives et lourdes pour les donneurs. Aussi, ces dernières années, 

l¶XWiliVaWion d¶ASC a fortement gagné en intérêt par rapport aux BM-MSCs du fait de 

leXU faciliWp eW UelaWiYe innocXiWp d¶obWenWion che] le paWient, et de leur plus grande 

TXanWiWp nXmpUaiUe danV le WiVVX d¶oUigine. C¶eVW poXUTXoi noXV noXV VommeV 

intéressés aux ASC dans cette étude. 

Cette thèse a pour objectifs de : 

 Étudier l¶impacW deV condiWionV de cXlWXUe VXU l¶immaWXUiWp et les potentialités 

de différenciation des ASC humaines  

 Caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans l¶adipogenqVe deV 

ASC et la plasticité des adipocytes 

CeV WUaYaX[ fonW l¶objeW d¶Xn aUWicle VcienWifiTXe en coXUV de VoXmiVVion, eW d¶Xn 
article scientifique à venir.  
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Chapitre 1 : TGFȕ1, rpgulateur du devenir des ASC.  

INTRODUCTION 

Du fait de leurs nombreuses fonctions, et notamment de leurs potentialités 

de différenciation en cellules matures, les CSM sont de grand intérêt en médecine 

régénérative. CependanW, leV mpWhodeV d¶iVolement, de congélation et de culture 

altèrent les potentialités des CSM. Il est donc important de mieux caractériser 

l¶impacW deV condiWionV de cXlWXUe VXU la biologie deV CSM eW d¶amplioUeU ceV 

conditions afin de conserver le potentiel de ces cellules. La culture des CSM est 

menée classiquement en milieu de type EagOe¶V mediXm (Į-MEM ou DMEM) 

VXpplpmenWp en VpUXm de YeaX f°Wal oX en l\VaW plaTXeWWaiUe hXmain ; milieu dit 

« Standard ». Or, in vivo une partie des CSM est localiVpe aX Vein d¶Xne niche ppUi-

vasculaire176,405±407. On leur attribue même une localisation péricytaire autour des 

petits vaisseaux sanguins, ou adventitielle autour des gros408.  

L¶objecWif de noWUe pWXde a pWp de caUacWpUiVeU leV ASC cXlWiYpeV danV le 

milieu de culture EGM2, conoX poXU l¶e[panVion de cellXleV endothéliales et péri-

vasculaires, comme une alternative aux méthodes de culture Standard. Outre la 

présence définie de molécules et facteurs de croissances, le milieu EGM2 contient 

5 foiV moinV de VpUXm de YeaX f°Wal TXe le milieu Standard. Cette étude a été 

menée de manière comparative et une analyse étendue des potentialités de 

différenciation des ASC primaires a été réalisée. Ces travaux mettent en évidence 

une nouvelle méthode de culture des ASC, plus adaptée à leur utilisation clinique.  
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Abbreviations 1 

 2 

ASCs adipose-derived stem/stromal cells 

BM-MSCs bone marrow mesenchymal stem/stromal cells 

CFU-f colony-forming-unit fibroblast 

EGM2 endothelial cell growth medium 2 

FBS fetal bovine serum 

GSEA Gene Set Enrichment Analysis 

hrTGF 1 human recombinant transforming growth factor-beta 1 

MEM minimum essential media 

MSCs mesenchymal stem/stromal cells 

PCA principal component analysis 

SVF stromal vascular fraction 

TGFβ1R transforming growth beta 1 receptor 

TGFβR1 transforming growth beta receptor type 1 

VSMCs vascular smooth muscle cells 

  3 
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Abstract 1 

Human adipose-derived stem/stromal cells (hASCs) can differentiate into specialized cell types and 2 

thereby contribute to tissue regeneration. As such, hASCs have drawn increasing attention in cell 3 

therapy and regenerative medicine, not to mention the ease to isolate them from donors. Culture 4 

conditions are critical for expanding hASCs while maintaining optimal therapeutic capabilities. Here, 5 

we identified a role for transforming growth factor ȕ1 (TGF 1) in culture medium in influencing the 6 

fate of hASCs during in vitro cell expansion. Human ASCs obtained after expansion in standard 7 

culture medium (Standard-hASCs) and in endothelial cell growth medium 2 (EGM2-hASCs) were 8 

characterized by high-throughput transcriptional studies, Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) and 9 

functional properties. EGM2-hASCs exhibited enhanced multipotency capabilities and an immature 10 

phenotype as compared with Standard-hASCs. Moreover, the adipogenic potential of EGM2-hASCs 11 

was enhanced, including toward beige adipogenesis, as compared with Standard-hASCs. In these 12 

conditions TGFȕ1 acts as a critical factor affecting the immaturity and multipotency of Standard-13 

hASCs, as suggested by SMAD3 nuclear localization and phosphorylation in Standard-hASCs versus 14 

EGM2-hASCs. Finally, the typical priming of Standard-hASCs into osteoblast, chondroblast and 15 

vascular smooth muscle cell (VSMC) lineages was counteracted by pharmacological inhibition of the 16 

TGFȕ1 UeceSWRU, which allowed retention of SMAD3 into the cytoplasm and a decrease in expression 17 

of osteoblast and VSMC lineage markers. Overall, WKe TGFȕ1 pathway appears critical in influencing 18 

the commitment of hASCs toward osteoblast, chondroblast and VSMC lineages, thus reducing their 19 

adipogenic potential. These effects can be counteracted by using EGM2 culture medium or chemical 20 

inhibition of the TGFȕ1 pathway. 21 

 22 

Significance statement  23 

Human adipose-derived stem/stromal cells (hASCs) are typically expanded in serum-containing 24 

media. Here, we show that the TGFȕ1 contained in serum induces the commitment of hASCs toward 25 

osteoblast, chondroblast and vascular smooth muscle cell lineages. This commitment impedes the 26 
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immaturity of hASCs and their adipogenic potential during in vitro cell expansion, including toward 1 

the beige adipocyte. Standard culture medium affects the cell multipotency of hASCs, a crucial feature 2 

to consider when improving methods of hASC expansion to obtain clinical-grade hASCs. Here, we 3 

detail the eIIecW RI TGFȕ1 RQ hASC culture and propose alternative culture methods to expand hASCs 4 

with optimal therapeutic interests.  5 
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Introduction 1 

Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are multipotent cells that can differentiate into 2 

multiple cell types and contribute to tissue regeneration [1]. Hence, MSCs hold important interest in 3 

cell therapy and regenerative medicine [2]. MSCs were first identified in bone marrow (BM-MSCs), 4 

which remains their main biological source in research and cell therapy [3]. Alternatively, adipose-5 

derived stromal cells (ASCs) are MSCs accessible from adipose tissue, by simple procedures and at 6 

high cell yield [4].  7 

Subcutaneous adipose tissue contains at least 2 types of adipocytes: mostly white adipocytes 8 

and beige adipocytes [5,6]. White adipocytes store and release lipids, whereas beige adipocytes 9 

express the uncoupling protein 1 (UCP1) promoting lipid and glucose oxidization. Recently, beige 10 

adipocytes have drawn interest in medicine because of their ability to prevent metabolic diseases, such 11 

as obesity and type 2 diabetes in animal models [7,8]. Therefore, the differentiation of hASCs and/or 12 

the conversion of white adipocytes into beige adipocytes are of clinical interest [7,9]. By affecting 13 

ASC functionality but lacking standardization, hASC culture represents a major bottleneck and 14 

deserves specific attention [3]. For expanding hASCs, we used the endothelial cell growth medium 2 15 

(EGM2), designed for culturing endothelial and perivascular cells, a physiological location common to 16 

hASCs [10±13]. Of note, the most-used condition for hASCs expansion, standard medium, differs 17 

from EGM2 notably by a higher percentage of fetal bovine serum (FBS). 18 

Transforming growth factor ȕ1 (TGFȕ1) belongs to the TGF  superfamily, involved in 19 

regulating cell differentiation, growth, and proliferation. TGF 1 binds to cell surface receptors 20 

consisting of type I (TGF RI) and type II (TGF RII) receptor serine/threonine kinases that propagate 21 

signaling via phosphorylation of effector proteins, such as small mother of decapentaplegic homolog 22 

(SMADs), notably SMAD3. SMAD3 is phosphorylated by TGF RI and heterodimerizes with 23 

SMAD4 to form an active SMAD complex. Activated SMAD complex translocates into the nucleus, 24 

thus enabling transcription of genes involved in cell differentiation, growth, and proliferation. 25 

Here, we observed that hASCs expanded in vitro in a standard medium (Standard-hASCs) 26 

were essentially primed into osteoblast, chondroblast and VSMC lineages. We also showed that 27 
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EGM2-hASCs retained features of cell immaturity and exhibited an enhanced adipogenic potential, 1 

with beige adipocyte potential. Furthermore, high-throughput transcriptomic, Gene Set Enrichment 2 

Analysis (GSEA) and functional experiments confirmed the immaturity of EGM2-hASCs and allowed 3 

us to identify TGFȕ1 as a critical factor affecting the hASC fate during in vitro cell expansion. 4 

Accordingly, inhibition of TGFȕ1 UeceSWRU (TGFȕ1R) in Standard-hASCs was sufficient to restore the 5 

immaturity of hASCs, with strong beige adipogenic potential. 6 

Our results highlight the need to consider the effect of TGFȕ1 RQ KASCV during in vitro cell 7 

expansion in standard-medium culture conditions. These findings should prompt the alternative use of 8 

EGM2 to expand hASCs, for optimal therapeutic potential in regenerative medicine and metabolic 9 

disorders.  10 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Page 7 of 25 

 

Material and methods 1 

Isolation of hASCs, expansion media and cell culture 2 

Abdominal dermolipectomia tissues were obtained from 46 women after reconstructive surgery (mean 3 

body mass index 26.9 ± 0.4 kg/m
2
 [range 18.7±32.7]; mean age 41.4 ± 1.7 years [range 18±66]). 4 

Experimental protocols were approved by an ethics committee (No: DC-2015-23-49), and informed 5 

consent was obtained from all participants. Human AT was dissected with scissors and underwent 6 

enzymatic digestion with 13.6 U/mL collagenase NB4 (Serva Electrophoresis; Heidelberg, Germany) 7 

at 37°C under agitation for 45 min in MEM containing Glutamax (Life Technologies, Carlsbad, CA, 8 

USA) supplemented with 1% penicillin/streptomycin (Life Technologies). Homogenates were 100-9 

m±filtered (Sterifip; Millipore, Burlington, MA, USA) and the stromal vascular fraction (SVF) was 10 

isolated by centrifugation for 10 min at 500 g. The SVF was plated at 4000 cells/cm² in 11 

standardmedium ² MEM Glutamax 1% penicillin/streptomycin, 10% fetal bovine serum (FBS) (Life 12 

Technologies) and 1 ng/mL fibroblast growth factor 2 (Reliatech GmbH, Wolfenbüttel, Germany) ² 13 

or EGM2 with 2% FBS and defined supplements (PromoCell; Heidelberg, Germany). After 7 days, 14 

hASCs were analyzed or treated with 10 ng/mL TGFȕ1 (MLOWeQ\L BLRWecK; Bergisch Gladbach, 15 

Germany) or 1 µM SB431542 or SB505124 ALK5 TGFȕ1R inhibitors (Tocris Bioscience; Bristol, 16 

UK). All experiments were performed with hASCs at passage 0 unless stated otherwise.  17 

Multipotential assays 18 

Osteogenesis was induced by 50 µM ascorbic acid (Sigma-Aldrich; Saint-Louis, MO, USA) and 10 19 

PM ȕ-glycerophosphate (Sigma) LQ ĮMEM (Life Technologies), 2% FBS and 1% L-glutamine (Life 20 

Technologies). At day 11, cultures were fixed with 4% formaldehyde (Sigma) and stained with 21 

Alizarin red S (Sigma), then dissolved in 10% acetic acid. Absorbance was read at 405 nm by 22 

spectrophotometry (Varioskan, Thermo Fisher; Waltham, MA, USA). 23 

Chondrogenesis was induced by 3 weeks of culture in high-glucose DMEM (Life Technologies) 24 

complemented with 1 mM sodium pyruvate, 0.1 µM dexamethasone, 0.17 mM ascorbic-2-phosphate 25 

acid, 0.35 mM L-proline, 1% insulin transferrin selenium+1 (all Sigma) and 10 QJ/PL TGFȕ3 (R&D 26 
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Systems; Minneapolis, MN, USA). Cells were fixed with 4% paraformaldehyde and stained with 1 

Alcian blue (Sigma). 2 

Adipogenesis was induced by culture for 11 days in MEM containing Glutamax supplemented with 3 

10% FBS, 1 µM dexamethasone, 5 µg/mL insulin, 1 µM rosiglitazone and 60 µM indomethacin (all 4 

Sigma) or MEM supplemented with 2% FBS, 1 µM dexamethasone, 1 µg/mL insulin and 0.5 mM 5 

isobutylmethylxanthine (Sigma). In some experiments, conversion of white to beige adipocytes was 6 

induced by overnight treatment with 2 µM forskolin (Sigma). Adipogenesis was assessed in cells fixed 7 

in glutaraldehyde 3% and stained for neutral lipids with Oil-red O (Sigma), then dissolved in 60% 8 

isopropanol. Absorbance at 510 nm was read by using Varioskan spectrophotometry (Thermofisher). 9 

Western blot analysis 10 

Cells were lysed in RIPA buffer (Biotech; Markham, ON, Canada) supplemented with a complete 11 

mini-EDTA free protease inhibitors cocktail (Roche; Bâle, Suisse) and phosphatase inhibitors cocktail 12 

(Sigma). Proteins were quantified with MicroBCA (Thermo Fisher). Electrophoresis was performed in 13 

Mini Protean TGX Gel 12% SDS (Biorad; Hercules, CA, USA), bathed in tris-glycine-SDS buffer 14 

(Biorad). Proteins were transferred to polyvinylidene difluoride membrane (Biorad) in tris-glycine 15 

buffer (Biorad). Membranes were incubated in PBS 0.1% Tween-20 (Biorad), 5% nonfat dry milk and 16 

primary antibodies for OCT4 (ab19857, Abcam; Cambridge, UK), SOX2 (ab97959, Abcam), NANOG 17 

(AF1997, R&D), ȕ-Actin (A5441, SLJPa), PPARȖ (2443S, Cell Signaling Technology [CST]; 18 

Danvers, MA, USA), Calponin1 (MAB9569 Abnova; Taiwan), FABP4 (AF1443, R&D), GAPDH 19 

(ab8245, Abcam), p-SMAD3 (9520S, CST), or SMAD3 (9513S, CST). Proteins were revealed with 20 

horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse IgG (respectively 1706515 and 21 

1706516, Biorad) or rabbit anti-goat IgG (81-1620, Thermo Fisher) and ECL detection (Biorad). 22 

ImageJ (National Institutes of Health; Bethesda, MD, USA) was used for protein semi-quantification. 23 

Quantitative RT-PCR  24 

Cells were lysed in RLT (Qiagen; Hilden, Germany). RNA was extracted by using the RNeasy Plus 25 

Mini kit (Qiagen) and reverse-transcribed by using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit 26 

(Applied Biosystem; Foster City, CA, USA) following manufacturer¶V LQVWUXcWLRQV for 10 min at 25°C, 27 
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120 min at 37°C and 5 min at 85°C. qPCR involved using 300 nM primers listed in table S1 and 1 

FAST SYBR Green Reagent (Applied Biosystem) with a StepOne device (Applied Biosystem). Data 2 

were analyzed with StepOne software and normalized to the housekeeping gene expression and the 3 

standard control sample unless stated otherwise. Fold change in mRNA content was determined 4 

according to the 2
-¨¨CW 

method. Relative comparison was calculated as ¨¨Ct(x) = ¨Ct(x) - ¨Ct(Ctrl) 5 

with ¨Ct(x or Ctrl) = Ct(x or Ctrl) ± Ct(housekeeping genes) with x = the sample mRNA. 6 

Flow cytometry 7 

Standard-hASCs or EGM2-hASCs were trypsinized (Life Technologies) and blocked in 0.1% human 8 

serum albumin (LFB Biomedicaments; Courtaboeuf, France). Cells were stained with CD90 (555596), 9 

CD73 (550257), CD13 (555394), CD45 (555483), CD31 (555446), CD34 (555822), all conjugated 10 

with phycoerythrine (BD Biosciences; Franklin Lakes, NJ, USA), and staining was analyzed with an 11 

ADP Cyan flow cytometer (Beckman Coulter; Brea, CA, USA). Data were analyzed with Kaluza v1.2 12 

(Beckman Coulter). Dead cells were excluded by DAPI staining (Sigma). 13 

Colony-forming unit-fibroblasts (CFU-f) analysis 14 

SVF was serially diluted from 128 to 1 cells per well in 96-well plates. After 10 days, cells were fixed 15 

in absolute methanol for 5 min and stained in 10% Giemsa (Sigma) for 10 min. Colony-formation 16 

assay involved using Poisson distribution statistics by determining the number of wells with no 17 

clonogenic growth at day 10. Aggregates of >10 cells were scored as CFU-f±derived colonies as 18 

previously described [14]. 19 

Affymetrix assay 20 

cDNA synthesis and amplification were performed on high-quality mRNA (RQI >9.8) by using the 21 

Ovation PicoSL WTA-System V2 protocol (NuGEN, Redwood City, CA, USA). An amount of 25 ng 22 

mRNA was reverse transcribed in primer mix containing poly-T and random sequences for whole-23 

transcriptome coverage, followed by second-strand cDNA synthesis with Ribo-SPIA technology 24 

(NuGEN). An amount of 2.5 µg SPIA cDNA was fragmented and biotinylated in Encore Biotin 25 

Module (NuGEN) and hybridized (48°C, 20 h) with the Affymetrix HuGene1.1STArray Strip Kit 26 
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(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Arrays were scanned by using the Affymetrix GeneAtlas 1 

imaging station. Scanned images (DAT files) were analyzed with Affymetrix GeneChip Command 2 

Console software. Data were imported into Partek Genomics Suite software (Partek, Inc. MO, USA). 3 

The Robust Multichip Analysis algorithm was used for generating signal values. Principal component 4 

analysis (PCA) was used for global 3D unsupervised analysis. Partek Genomics Suite software was 5 

used for generating specific gene expression signatures (fold change >2), and for Gene Ontology (GO) 6 

enrichment analysis. Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems, www.ingenuity.com) was used 7 

for gene networks and canonical pathways analysis.  8 

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 9 

We used GSEA software from Broad Institut (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) 10 

[15,16]. Gene signatures and raw data are accessible in the Gene Expression Omnibus (GEO) 11 

repository platform (GSE136778). Analyses of molecular pathways involved the Database for 12 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) [17,18]. 13 

ELISA 14 

Sandwich ELISA was performed on medium or supernatant of cell cultures for bovine or human 15 

TGFȕ1 accRUdLQJ WR PaQXIacWXUeU¶V LQVWUXcWLRQV (Boster Biological Technology; Pleasanton, CA, 16 

USA). 17 

Immunofluorescence assay 18 

Cells were fixed in 3.7% paraformaldehyde (Sigma), permeabilized with 0.2% Triton X-100 (Sigma), 19 

and incubated overnight at 4°C with an anti-SMAD3 primary antibody (9513S, CST). Staining was 20 

revealed by using a donkey Alexa fluor 488-nm anti-rabbit antibody (A21206, Molecular Probes; 21 

Eugene, OR, USA) along with DAPI staining (1:10000; D9542, Sigma). Images of cells were acquired 22 

on an LSM 780 confocal microscope (Zeiss; Oberkochen, Germany) or epifluorescence biphotonic 23 

microscope (Leica Biosystems; Nanterre, France). Fluorescence was analyzed with ImageJ (National 24 

Institutes of Health). 25 

Statistical analysis 26 
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GraphPad Prism 5 (GraphPad Software; San Diego, CA, USA) was used for statistical analysis and 1 

graph design. Data are expressed as mean ± SEM. Wilcoxon or Mann-Whitney tests were used for 2 

statistical analysis, with p<0.05 considered statistically significant, and statistical significance was 3 

shown with *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.   4 
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Results 1 

EGM2-hASCs exhibit cell immaturity features  2 

In culture, both Standard-hASCs and EGM2-hASCs displayed similar fibroblast-like 3 

morphology (fig S1a) and expressed CD90, CD73 and CD13 but not CD45 or CD31 (fig S1b). EGM2 4 

culture conditions led to 5-fold less CFU-f from SVF as compared with standard conditions (fig S1c), 5 

but we obtained twice more adherent cells with EGM2 versus standard conditions after 7 days of cell 6 

expansion (fig S1d). These results suggest that although both Standard-hASCs and EGM2-hASCs had 7 

a close phenotype, EGM2-hASCs showed an enhanced proliferation ability as compared with 8 

Standard-hASCs. Also, under appropriate stimulations, EGM2-hASCs could differentiate into 9 

osteoblasts and chondroblasts as efficiently as Standard-hASCs (Fig 1a and S1e). Remarkably, 10 

EGM2-hASCs exhibited enhanced ability to differentiate into adipocytes as compared with Standard-11 

hASCs (Fig 1a and S1e). 12 

To compare the cell immaturity of Standard-hASCs and EGM2-hASCs, we studied the 13 

expression of stemness markers. Notably, sex-determining region Y-box (SOX) 2, octamer-binding 14 

transcription factor (OCT) 4 and NANOG were found essential to maintain cell immaturity via 15 

cooperative interactions [19]. We found increased protein content of SOX2, OCT4, and NANOG, by 16 

at least 2-fold in EGM2-hASCs as compared with Standard-hASCs (Fig 1b). Furthermore, EGM2-17 

hASCs exhibited reduced priming toward the osteoblast lineage, as shown by decreased mRNA 18 

content of distal-less homeobox 5 (DLX5), FROODJHQ W\SH 1Į1 (COL1Į1) and alkaline phosphatase 19 

liver (ALPL), as compared with Standard-hASCs (Fig 1c). Moreover, levels of chondroblast lineage-20 

associated mRNAs such as hyaluronan and proteoglycan link protein 1 (HAPLN) and SOX9 were 21 

greatly reduced in EGM2-hASCs as compared with Standard-hASCs (Fig 1c). Similarly, levels of 22 

VSMC lineage-associated mRNAs, including smooth muscle actin 2 (ACTA2) and calponin 1 (CNN1) 23 

were decreased in EGM2-hASCs as compared with Standard-hASCs (Fig 1c). In contrast, EGM2-24 

hASCs exhibited increased levels of mRNAs associated with the adipocyte lineage, including fatty 25 

acid-binding protein 4 (FABP4) and lipoprotein lipase (LPL), as compared with Standard-hASCs (Fig 26 

1c). These findings suggest that EGM2-hASCs were more immature than Standard-hASCs. 27 
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EGM2-hASCs exhibit enhanced adipogenesis potential  1 

We further analyzed the adipogenic potential of EGM2-hASCs and Standard-hASCs notably 2 

with rosiglitazone, an agonist of the master adipogenic regulator peroxisome proliferator-activated 3 

receptor 2 (PPAR 2). We observed an enhanced adipogenic potential for EGM2-hASCs (Fig 2a and 4 

2b). This was assessed by increased mRNA content of PPA5Ȗ2 as well as FABP4, LPL, adiponectin 5 

(ADIPOQ) and CCAAT enhancer-binding protein Į (CEBPĮ) (Fig 2a). Accordingly, we detected 6 

higher protein e[SUeVVLRQ RI PPARȖ2 in EGM2-hASCs than Standard-hASCs and especially after 7 

adipogenic differentiation (Fig 2b).  8 

 Taking into account that EGM2-hASCs were prone to adipogenic differentiation and 9 

considering that chronic treatment with rosiglitazone promoted also the beige adipocyte phenotype 10 

[20], we evaluated the beige adipocyte potential of EGM2-hASCs and Standard-hASCs. Our results 11 

confirmed that adipocytes obtained from EGM2-hASCs overexpressed beige adipocyte mRNAs, 12 

including UCP1, cell death-inducing DFFA like effector A (CIDEA), and PPA5Ȗ coactivator 1Į 13 

(PGC1Į) (Fig 2c). Subsequently, we used an alternative method to differentiate both EGM2-hASCs 14 

and Standard-hASCs into adipocytes, with a differentiation medium not containing rosiglitazone [7], 15 

to avoid hASCs differentiation into beige adipocytes. Under those conditions, PPARȖ2 mRNA content 16 

increased about 10-fold in adipocytes derived from EGM2-hASCs as compared with those derived 17 

from Standard-hASCs (fig S2a). This finding confirmed that EGM2-hASCs were prone to 18 

differentiate to adipocytes to a greater extent than were Standard-hASCs. Moreover, UCP1 mRNA 19 

was virtually absent in adipocytes derived from both Standard-hASCs and EGM2-hASCs (fig S2a), 20 

which confirms that this alternative medium did not induce beige adipocytes. Subsequently, 21 

adipocytes were exposed overnight to the AMPc inducer forskolin in order to upregulate mRNAs 22 

associated with beige adipocytes. An increase in UCP1 mRNA content was measurable in adipocytes 23 

derived from both Standard-hASCs and EGM2-hASCs after forskolin stimulation (fig S2a). 24 

Remarkably, UCP1 mRNA content in adipocytes derived from EGM2-hASCs was about 9-fold higher 25 

than that observed in Standard-hASC-derived adipocytes. Moreover, CIDEA and PGC1Į mRNA 26 
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levels were significantly increased by at least 3-fold in adipocytes derived from EGM2-hASCs, as 1 

compared with standard counterparts (fig S2a). 2 

To evaluate the preservation of adipocyte differentiation capabilities during in vitro hASC 3 

expansion, we induced adipogenesis of Standard-hASCs and EGM2-hASCs at passages 0, 1, 2, 3 and 4 

4. The mRNA levels of PPA5Ȗ2, FABP4, LPL and ADIPOQ in adipocytes from Standard-hASCs were 5 

greatly decreased as early as passage 2, whereas EGM2-hASCs retained intact adipogenic potential up 6 

to passage 4 (Fig 2d). Consistently, UCP1, CIDEA, and PGC1Į mRNA levels were maintained in 7 

EGM2-hASC-derived adipocytes (Fig 2e). By contrast, Standard-hASCs retained mRNAs levels 8 

associated with the osteoblast lineage, DLX5 and RUNX2, and also the chondroblast lineage, SOX9, 9 

and VSMC lineage, including ACTA2, CNN1, and 7GFȕ1. This was true after the adipogenic 10 

differentiation of Standard-hASCs as compared with EGM2-hASCs (fig S2b). Thus, EGM2-hASCs 11 

exhibited stronger white and beige adipogenic potential than Standard-hASCs. 12 

Transcriptomic analysis of Standard-hASCs confirms osteoblast, chondroblast and VSMC 13 

priming 14 

To validate our observations, we used a high-throughput transcriptomic analysis of Standard-15 

hASCs and EGM2-hASCs. We observed that 62.4% of the genes in 4-dimension PCA diverged in 16 

expression between Standard-hASCs and EGM2-hASCs (Fig 3a and S3a). Hence, among all genes 17 

analyzed, 981 showed significant differential expression by at least 2-fold in Standard-hASCs as 18 

compared with EGM2-hASCs, with 535 genes upregulated in Standard-hASCs and 446 19 

downregulated. 20 

We used Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) to analyze specific transcripts associated 21 

with osteoblast, chondroblast, adipocyte, and VSMC lineages. We found a clear adipocyte gene 22 

signature in EGM2-hASCs as compared with Standard-hASCs (fig S3b). Remarkably, PPA5Ȗ, 23 

perilipin (PLIN2), apolipoprotein D (APOD), PPA5Į, fatty acid synthase (FASN), CEBPȕ, FABP5, 24 

FABP4, and FABP3 were upregulated by � 1.5-fold in EGM2-hASCs versus Standard-hASCs (fig 25 

S3c). Conversely, Standard-hASCs showed an anti-adipogenic gene signature (fig S3d) that was 26 
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notably underscored by the upregulation of Kruppel-like factor 2 (KLF2), KLF3, cyclin-dependant 1 

kinase inhibitor 1B (CDKN1B), nuclear receptor coactivator 2 (NCOA2), vitamin D receptor (VDR), 2 

and transcription factor 7 Like 2 (TCF7L2) (fig S3e). Furthermore, we found upregulation of 3 

osteoblast (fig S4a), chondroblast (fig S4b) and VSMC (fig S4c) lineage gene signatures in Standard-4 

hASCs as compared with EGM2-hASCs. Osteoblast-associated mRNAs, including COL12Į1, 5 

podocan (PODN), COL1Į1, ALPL, biglycan (BGN) and RUNX1, were upregulated by about 3-fold in 6 

Standard hASCs versus EGM2-hASCs (fig S4d). Similarly, upregulated chondroblast-associated 7 

mRNAs included microfibril-associated protein 4 (MFAP4), dermatopontin (DPT), fibromodulin 8 

(FMOD), angiopoietin 1 (ANGPT1), cytochrome P450 family 1 subfamily B member 1 (CYP1B1) and 9 

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 2 (ADAMTS2), with mRNA levels 10 

increased by at least 2-fold in Standard-hASCs as compared with EGM2-hASCs (fig S4e). Finally, 11 

VSMC-associated mRNAs upregulated in Standard-hASCs as compared with EGM2-hASCs included 12 

CNN1, gap junction protein alpha 1 (GJA1), phosphodiesterase 3A (PDE3A), myosin 1C (MYO1C), 13 

tropomyosin 1 (TPM1) and endoglin (ENG) (fig S4f). Hence, Standard-hASCs exhibited priming 14 

toward osteoblast, chondroblast, and VSMC lineages as compared with EGM2-hASCs showing 15 

distinctive priming toward an adipocyte lineage.  16 

TGFȕ1 pathway is involved in influencing the fate of Standard hASCs  17 

To identify the molecular pathway regulating the biological properties of Standard-hASCs and 18 

EGM2-hASCs, we performed Gene Ontology (GO) pathway analysis of mRNAs isolated from 19 

Standard-hASCs and EGM2-hASCs. We found a significant enrichment of GO terms associated with 20 

extracellular matrix (ECM)-receptor interaction, focal adhesion, malaria, PI3K-Akt signaling, 21 

proteoglycans in cancer and TGFȕ-signaling pathway in Standard-hASCs as compared with EGM2-22 

hASCs (Fig 3b). These upregulated pathways are known to be related to TGFȕ signaling pathways. 23 

Therefore, we thought that TFGȕ pathways might be altering the immaturity and multipotential of 24 

Standard-hASCs. 25 

Following GSEA, we confirmed that mRNAs associated with TGFȕ pathways were greatly 26 

upregulated in Standard-hASCs as compared with EGM2-hASCs (Fig 3c). Of note, transcriptomic 27 
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analysis displayed on a heatmap showed an upregulation of the 40 most-expressed genes associated 1 

with TGFȕ pathways, including TGFȕ1-inducible 7GFȕ1I1 and 7GFȕR1, in Standard-hASCs versus 2 

EGM2-hASCs (fig 3d). We next analyzed the TGF 1-associated mRNA contents. Consistently, we 3 

found that 7GFȕR1, SMAD3, and 7GFȕ1I1 mRNA levels were increased by at least 1.25-fold in 4 

Standard-hASCs versus EGM2-hASCs (Fig 3e). This observation was supported by the finding of a 5-5 

fold higher content of bovine TGFȕ1 protein in standard medium than EGM2 medium. Also, 6 

Standard-hASCs secreted significantly more TGFȕ1 than did EGM2-hASCs (Fig 3f). Altogether, 7 

these results emphasized the increased activity of the TGFȕ1 pathway in Standard-hASCs. 8 

To assess the actual implication of the TGF 1 pathway, we examined SMAD3 protein 9 

expression but also the cellular localization and phosphorylation of SMAD3 in Standard-hASCs and 10 

EGM2-hASCs. We found a pronounced SMAD3 nuclear staining in Standard-hASCs, with only a 11 

diffuse SMAD3 signal pattern detected in the cytoplasm of EGM2-hASCs (Fig 4a). The fluorescence 12 

intensity of SMAD3 in the cytoplasm, as compared with the nucleus, was higher by about 25% in 13 

EGM2-hASCs than Standard hASCs, which suggests lower TGFȕ1 acWLYLW\ in EGM2-hASCs (Fig 4a). 14 

This finding strongly suggested WKaW WKe TGFȕ1 SaWKZa\ acWLYLW\ was enhanced in Standard-hASCs as 15 

compared with EGM2-hASCs. Subsequently, we analyzed the capacity of Standard-hASCs and 16 

EGM2-hASCs to respond to human recombinant TGFȕ1 (hrTGF 1) in vitro. All nuclei of Standard-17 

hASCs contained SMAD3 after 3 days of stimulation with hrTGF 1, whereas in EGM2-hASCs, we 18 

did not detect nuclear SMAD3 (Fig 4a). Consistently, the content of phosphorylated-SMAD3 at 19 

Ser423-425, relative to whole SMAD3 protein content, was intensively increased in Standard-hASCs 20 

as compared with EGM2-hASCs. Of note, this was observed with or without hrTGF 1 stimulation, 21 

which strengthens the former analysis suggesting the presence of activated SMAD3 in the nucleus of 22 

Standard-hASCs (Fig 4b). 23 

Remarkably, the expression of SOX2 protein was not affected by hrTGF 1 stimulation in 24 

EGM2-hASCs, which suggests that EGM2-hASCs could retain their immaturity even XSRQ TGFȕ1 25 

stimulation (Fig 4c). Likewise, the level of the VSMC-associated protein CALPONIN1 was strongly 26 

augmented in Standard-hASCs, but EGM2-hASCs did not express CALPONIN1 (Fig 4d). Also, 27 
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hrTGF 1 stimulation in Standard-hASCs induced an increase in CALPONIN1 protein level by up to 1 

4-fold, with no effect in EGM2-hASCs (Fig 4d). Accordingly, ACTA2 and CNN1 VSMC lineage-2 

associated mRNAs were upregulated by at least 6-fold in Standard-hASCs as compared with EGM2-3 

hASCs (fig S5a). Similarly, following KUTGFȕ1 stimulation, the mRNA levels of ACTA2 and CNN1 4 

were increased by at least 2-fold in Standard-hASCs, but EGM2-hASCs were not significantly 5 

affected (fig S5a). In parallel, we found an increase in mRNA levels associated with osteoblasts, 6 

including DLX5, by about 6-fold; OSTERIX about 80-fold; and COL1Į1 about 1.5-fold, in Standard-7 

KASCV VWLPXOaWed ZLWK KUTGFȕ1 than without hrTGF 1 (Fig S5b). Of note, the effect of hrTGF 1 on 8 

DLX5 and OSTERIX mRNA expression was negligible in EGM2-hASCs, yet COL1Į1 mRNA level 9 

was significantly increased in EGM2-hASCs with than without hrTGF 1 stimulation (Fig S5b). In 10 

contrast, FABP4 protein, a landmark of adipocytes, was expressed in EGM2-hASCs, but its 11 

expression was virtually absent in Standard-hASCs (Fig 4e). Similar results were found with 12 

PPAR (Fig 4f). Here, stimulation of Standard-hASCs or EGM2-hASCs with KUTGFȕ1 tended to alter 13 

the protein expression of both FABP4 and PPAR (Fig 4e and 4f)  Accordingly, adipogenic lineage-14 

associated mRNAs including FABP4 and LPL were upregulated about 10- and 2-fold, respectively, in 15 

EGM2-hASCs as compared with Standard-hASCs, which strengthens our previous findings 16 

suggesting an enhanced adipogenic potential of EGM2-hASCs (fig S5c). Upon hrTGFȕ1 VWLPXOaWLRQ, 17 

FABP4 and LPL mRNA levels were significantly decreased by at least 2-fold in both Standard-hASCs 18 

and EGM2-hASCs (fig S5c), so the adipogenic potential of hASCs can be affected by TGFȕ1. 19 

TGFȕ1 mRNA level was higher in Standard-hASCs than EGM2-hASCs (Fig S5d). Of note, 20 

EGM2-hASCs stimulated with hrTGFȕ1 exhibited a significant increase in TGFȕ1 mRNA level, 21 

which suggests a TGF 1 amplification loop (Fig S5d). Hence, these data confirmed that Standard-22 

hASCs were sensitized to TGFȕ1 signaling and that the addition of hrTGFȕ1 increased the Standard-23 

hASC commitment into osteoblast, chondroblast and VSMC lineages at the expense of adipocyte 24 

lineage. 25 
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Blockade of TGFȕ1 pathway restores immaturity and adipogenesis potential of Standard-hASCs 1 

To strengthen the hypothesis that TGFȕ  influenced the fate of Standard-hASCs, we evaluated 2 

the effect of inhibitors of the TGFȕ pathway on the adipogenic potential. To this end, we used two 3 

pharmacological inhibitors of TGFȕ1R, SB431542, and SB505124. The addition of SB431542 was 4 

associated with a cytoplasmic SMAD3 localization in Standard-hASCs, to an extent comparable to 5 

that observed in EGM2-hASCs (Fig 5a). Of note, SOX2 protein content was increased in Standard-6 

hASCs in the presence of SB431542, which suggests a reinstatement of cell immaturity features (Fig 7 

5b). We next sought to determine whether TGF R inhibition might restore the adipogenic potential 8 

in Standard-hASCs. In Standard-hASCs, both SB431542 and SB505124 decreased the mRNA level of 9 

osteoblast lineage-associated COL1Į1 as well as the levels of VSMC lineage-associated ACTA2, 10 

CNN1, and 7GFȕ1. Both SB431542 and SB505124 greatly enhanced levels of adipocyte lineage-11 

associated mRNAs, including PGC1Į, CEBPĮ, PPA5Ȗ2, FABP4, LPL and CEBPȕ, in Standard-12 

hASCs (Fig 5c). Remarkably, SB431542 and SB505124 significantly reduced CALPONIN1 protein 13 

content in Standard-hASCs to a comparable level to that observed in EGM2-hASCs (Fig 5d). 14 

Importantly, SB431542 improved the Standard-hASC ability to differentiate into beige adipocytes 15 

upon forskolin stimulation, as assessed by the upregulation of UCP1 as compared with controls (Fig 16 

5e).   17 
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Discussion 1 

Human ASCs exhibit functional characteristics of interest in cell therapy and regenerative 2 

medicine. Here, we studied the effect of culture conditions on ASC characteristics. We compared a 3 

medium with ORZ TGFȕ1 content, as in EGM2, to one with higher TGFȕ1 content, as in standard 4 

conditions. IW aSSeaUed WKaW ORZ TGFȕ1 cRQWeQW ZaV aVVRcLaWed ZLWK a ceUWaLQ LPPaWXULW\ RI SULPaU\ 5 

hASCs during in vitro expansion, with a higher concentration RI TGFȕ1-primed hASCs toward 6 

osteoblast, chondroblast and VSMC lineages. Importantly, this priming was associated with reduced 7 

adipogenic potential (Graphical abstract: Fig 6).  8 

 In dealing with adult multipotent cells in a cell therapy perspective, it is crucial to keep the 9 

differentiation potential of these cells, a feature linked to cell immaturity. The immature state of cells 10 

is evaluated by both the expression of specific pluripotency-associated genes and the downregulation 11 

of specific lineage markers. We observed that EGM2-hASCs exhibited increased SOX2, OCT4 and 12 

NANOG protein levels as compared with Standard-hASCs. The expression of those ³VWePQeVV 13 

PaUNeUV´ revealed the enhanced immature state of hASCs under EGM2 conditions versus standard 14 

conditions [21±25]. This observation grounds the strong ability of EGM2-hASCs to differentiate into 15 

osteoblast, chondroblast, and adipocytes. The differentiation process corresponds to sequential 16 

acquisition of specific features and markers of the mature cell type [26,27]. This process is associated 17 

with the loss of the proliferative abilities of the cells [28]. Here, we found low mRNA levels of 18 

osteoblast, chondroblast, and VSMC-lineage markers in proliferative EGM2-hASCs as compared with 19 

Standard-hASCs. This finding suggests that EGM2-hASCs were less engaged toward those lineages, 20 

being in a more immature state. We previously found similar results with EGM2-BM-MSCs, even if 21 

we did not identify in this study TGFȕ1 aV a regulator of immaturity and differentiation abilities [29]. 22 

Nevertheless, despite being more immature, both EGM2-hASCs and EGM2-BM-MSCs still showed 23 

the expression, albeit at a low level, of lineage markers. This observation agrees with the Dov Zipori 24 

hypothesis aQd WKe UeVXOWV RI PLeUUe CKaUbRUd¶V WeaP RQ KXPaQ BM-MSCs [30]. In clonal and non-25 

clonal high throughput transcriptomic studies, BM-MSCs expressed osteoblast, chondroblast, VSMC 26 

and adipocyte lineage markers at a basal state [31]. Differentiation of BM-MSCs induced an increase 27 
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of the intended genomic program and downregulation of lineage-unspecific genes [31]. Other wide-1 

range bio-computing studies, gathering transcriptomic data from several published reports and using 2 

MSCs from different tissue origins also showed this lineage priming [32]. Our study highlighted that 3 

the TGFβ1 contained in the serum of standard medium induced the expression of osteoblast, 4 

chondroblast, and VSMC lineage markers in hASCs. In the literature, BM-MSCs were mostly 5 

expanded in standard conditions. Thus, the expression at a low level of lineage markers detected in 6 

BM-MSCs could result from TGFȕ1 activity. In order to determine whether immaturity is associated 7 

to constitutive low-grade expression of lineage markers, or to bias from culture conditions, the 8 

expression of lineage markers could be evaluated in native BM-MSCs and hASCs. 9 

 Although EGM2-hASCs appeared more immature than Standard-hASCs, overexpression of 10 

mRNAs and proteins related to the adipocyte lineage suggested that EGM2-hASCs were committed 11 

toward an adipocyte lineage. Given the significantly higher proliferation capacities (fig S1d) and 12 

immaturity marks of EGM2-hASCs than Standard-hASCs, we could wonder whether EGM2-hASCs 13 

were less engaged toward an adipocyte lineage than Standard-hASCs were toward osteoblast, 14 

chondroblast, and VSMC lineages. Because the stiffness of plastic culture flasks can decrease the 15 

ability of BM-MSCs to differentiate into mature adipocytes, we similarly could suspect that EGM2-16 

hASCs were restrained in their adipogenic commitment [33]. In our study, functional experiments 17 

dePRQVWUaWed WKe deOeWeULRXV eIIecWV RI TGFȕ1 RQ adLSRJeQeVLV. Indeed, EGM2 contained 137.5 ± 12.6 18 

SJ/PL RI TGFȕ1 protein (Fig 3f), 5-IROd OeVV TGFȕ1 WKaQ with standard medium. Hence, this TGFȕ1 19 

could be sufficient to impede the strong priming of EGM2-hASCs toward adipogenesis at baseline. 20 

Finally, the immature state of EGM2-hASCs maintained a potential to differentiate into osteoblasts 21 

and chondroblasts, to the same extent as Standard-hASCs (Fig 1A and S1a). Altogether, these 22 

observations suggested that EGM2-hASCs could be more immature cells rather than committed to an 23 

adipocyte lineage. 24 

Our data also confirmed that Standard-hASCs remained VeQVLWLYe WR TGFȕ1 signaling and that 25 

further addLWLRQ RI KUTGFȕ1 LQcUeaVed the commitment into osteoblast, chondroblast and VSMC 26 

lineages at the expense of adipogenesis. The role of TGFȕ1 LQ RVWeRbOaVW, cKRQdURbOaVW aQd VSMC 27 

lineages was previously evaluated in different cell models [34±39]. Our data confirmed TGFȕ1 aV a 28 
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major factor with broad influence on the fate of primary hASCs in their plasticity. Also, we showed 1 

that EGM2-hASCs were not responsive WR TGFȕ1 for osteoblast, chondroblast and VSMC lineages but 2 

were sensitive for adipocyte priming. Recently, the  stromal vascular fraction of mouse and human 3 

adipose tissues were analyzed by single-cell RNA-seq and functional experiments [40]. This work 4 

demonstrated that the low adipogenic capabilities of DPP4
+
 cells, as compared with ICAM1

+
 cells, 5 

weUe dXe WR dLIIeUeQWLaO TGFȕ1 VeQVLWLYLW\. Our work confirmed that hASCs were heterogeneously 6 

VeQVLWLYe WR TGFȕ1 and suggested that EGM2 medium maintained their adipogenic capacities.  7 

We next showed that the TGFȕ1 eIIecWV RQ SWaQdaUd-hASCs could be overturned by using 8 

pharmacological inhibitors of TGFȕR, promoting immaturity and expression of adipogenic-lineage 9 

biomarkers. Furthermore, blocking WKe TGFȕ1 pathway increased beige adipocyte potential. This 10 

finding agrees with the need for SB431542 in EGM2 medium to trigger strong beige adipocyte 11 

differentiation from induced pluripotent stem cells [41]. In addition, SMAD3-null mice exhibited 12 

browning of their white adipose tissue with the appearance of beige adipocytes among white 13 

adipocytes [8,42,43]. From a therapeutic point of view, browning of adipose tissue enhanced systemic 14 

insulin sensitivity and glucose tolerance in mice, and protected the animals against high-fat diet-15 

induced obesity and diabetes. SLPLOaU UeVXOWV ZeUe UeceQWO\ RbWaLQed IRU TGFȕR1-deficient mice [44]. 16 

Conversely, in vivo LQWUaSeULWRQeaO LQMecWLRQ RI TGFȕ1 dRZQUeJXOaWed beLJe adLSRc\We PaUNeUV, 17 

including UCP1, in white adipose tissue [8]. Finally, beige adipocytes obtained from human adipose-18 

tissue explants cultured in EGM2 conditions could improve the glucose metabolism of obese NSG 19 

mice [7].  20 

Therefore, bORcNade RI WKe TGFȕ1 SaWKZa\ RU utilization of EGM2 medium to expand primary 21 

hASCs could help retain immature features of hASCs in vitro and strong beige adipocyte 22 

differentiation abilities. In the clinic, this characteristic could be valorized to combat obesity and 23 

diabetes. Considering the numerous clinical trials using hMSCs or hASCs to treat a large panel of 24 

degenerative diseases or injuries, there is a need to optimize culture conditions to obtain high cell 25 

yields. 26 
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Conclusions 1 

Here, we showed that medium containing TGFȕ1 LQdXced differentiation toward osteoblast, 2 

chondroblast and VSMC lineages of primary hASCs and reduced adipogenic potential. With reduced 3 

TGFȕ1 cRQWeQW, EGM2 PaLQWaLQed the high immaturity features of hASCs, allowing to exploit their 4 

strong white and beige adipogenic potential. Hence, we encourage paying particular attention to 5 

TGFȕ1 content for MSC cultures in research as well as for clinical objectives. 6 

 7 

Acknowledgments: The authors acknowledge Jean-Gérard Descamps, Yannick Jeanson and Noémie 8 

Juin for their technical expertise. This work was supported by the Etablissement Français du Sang 9 

Scientific Council (APR 2014). HL received funding from the French Research and Educational 10 

Ministry at Paul Sabatier University and the Etablissement Français du Sang. AN received funding 11 

from the Japanese Society for the Promotion of Science (JSPS), Young B KAKENHI (Grant No. 12 

17K15729). 13 

 14 

Conflict of interest: The authors declare that they have no conflict of interests.  15 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Page 23 of 25 

 

References 1 

1 Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, et al. Multilineage potential of adult human 2 

mesenchymal stem cells. Science 1999;284:143ʹ147. 3 

2 Bianco P, Cao X, Frenette PS, et al. The meaning, the sense and the significance: 4 

translating the science of mesenchymal stem cells into medicine. Nat Med 2013;19:35ʹ5 

42. 6 

3 Naji A, Eitoku M, Favier B, et al. Biological functions of mesenchymal stem cells and 7 

clinical implications. Cell Mol Life Sci CMLS 2019. 8 

4 Zuk PA, Zhu M, Ashjian P, et al. Human adipose tissue is a source of multipotent stem 9 

cells. Mol Biol Cell 2002;13:4279ʹ4295. 10 

5 Finlin BS, Memetimin H, Confides AL, et al. Human adipose beiging in response to cold and 11 

mirabegron. JCI Insight 2018;3. 12 

6 Cousin B, Cinti S, Morroni M, et al. Occurrence of brown adipocytes in rat white adipose 13 

tissue: molecular and morphological characterization. J Cell Sci 1992;103 ( Pt 4):931ʹ942. 14 

7 Min SY, Kady J, Nam M, et al. Human “briteͬbeige͟ adipocytes develop from capillary 15 

networks, and their implantation improves metabolic homeostasis in mice. Nat Med 16 

2016;22:312ʹ318. 17 

8 Yadav H, Quijano C, Kamaraju AK, et al. Protection from obesity and diabetes by blockade 18 

of TGF-β/Smad3 signaling. Cell Metab 2011;14:67ʹ79. 19 

9 Rosenwald M, Perdikari A, Rülicke T, et al. Bi-directional interconversion of brite and 20 

white adipocytes. Nat Cell Biol 2013;15:659ʹ667. 21 

10 Tang W, Zeve D, Suh JM, et al. White fat progenitor cells reside in the adipose vasculature. 22 

Science 2008;322:583ʹ586. 23 

11 Crisan M, Yap S, Casteilla L, et al. A perivascular origin for mesenchymal stem cells in 24 

multiple human organs. Cell Stem Cell 2008;3:301ʹ313. 25 

12 Long JZ, Svensson KJ, Tsai L, et al. A smooth muscle-like origin for beige adipocytes. Cell 26 

Metab 2014;19:810ʹ820. 27 

13 Tran K-V, Gealekman O, Frontini A, et al. The vascular endothelium of the adipose tissue 28 

gives rise to both white and brown fat cells. Cell Metab 2012;15:222ʹ229. 29 

14 Gronthos S, Zannettino ACW, Hay SJ, et al. Molecular and cellular characterisation of 30 

highly purified stromal stem cells derived from human bone marrow. J Cell Sci 31 

2003;116:1827ʹ1835. 32 

15 Subramanian A, Tamayo P, Mootha VK, et al. Gene set enrichment analysis: a knowledge-33 

based approach for interpreting genome-wide expression profiles. Proc Natl Acad Sci U S 34 

A 2005;102:15545ʹ15550. 35 

16 Mootha VK, Lindgren CM, Eriksson K-F, et al. PGC-1alpha-responsive genes involved in 36 

oxidative phosphorylation are coordinately downregulated in human diabetes. Nat Genet 37 

2003;34:267ʹ273. 38 

17 Huang DW, Sherman BT, Lempicki RA. Systematic and integrative analysis of large gene 39 

lists using DAVID bioinformatics resources. Nat Protoc 2009;4:44ʹ57. 40 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Page 24 of 25 

 

18 Huang DW, Sherman BT, Lempicki RA. Bioinformatics enrichment tools: paths toward the 1 

comprehensive functional analysis of large gene lists. Nucleic Acids Res 2009;37:1ʹ13. 2 

19 Rodda DJ, Chew J-L, Lim L-H, et al. Transcriptional regulation of nanog by OCT4 and SOX2. 3 

J Biol Chem 2005;280:24731ʹ24737. 4 

20 Merlin J, Sato M, Nowell C, et al. The PPARγ agonist rosiglitazone promotes the induction 5 

of brite adipocytes, increasing β-adrenoceptor-mediated mitochondrial function and 6 

glucose uptake. Cell Signal 2018;42:54ʹ66. 7 

21 Takahashi K, Tanabe K, Ohnuki M, et al. Induction of pluripotent stem cells from adult 8 

human fibroblasts by defined factors. Cell 2007;131:861ʹ872. 9 

22 Arnold K, Sarkar A, Yram MA, et al. Sox2(+) adult stem and progenitor cells are important 10 

for tissue regeneration and survival of mice. Cell Stem Cell 2011;9:317ʹ329. 11 

23 Tompkins DH, Besnard V, Lange AW, et al. Sox2 is required for maintenance and 12 

differentiation of bronchiolar Clara, ciliated, and goblet cells. PloS One 2009;4:e8248. 13 

24 Lai Y-S, Chang C-W, Pawlik KM, et al. SRY (sex determining region Y)-box2 (Sox2)/poly 14 

ADP-ribose polymerase 1 (Parp1) complexes regulate pluripotency. Proc Natl Acad Sci U S 15 

A 2012;109:3772ʹ3777. 16 

25 Wuebben EL, Rizzino A. The dark side of SOX2: cancer - a comprehensive overview. 17 

Oncotarget 2017;8:44917ʹ44943. 18 

26 Uccelli A, Moretta L, Pistoia V. Mesenchymal stem cells in health and disease. Nat Rev 19 

Immunol 2008;8:726ʹ736. 20 

27 Laurenti E, Göttgens B. From haematopoietic stem cells to complex differentiation 21 

landscapes. Nature 2018;553:418ʹ426. 22 

28 Ruijtenberg S, van den Heuvel S. Coordinating cell proliferation and differentiation: 23 

Antagonism between cell cycle regulators and cell type-specific gene expression. Cell 24 

Cycle Georget Tex 2016;15:196ʹ212. 25 

29 Bouacida A, Rosset P, Trichet V, et al. Pericyte-like progenitors show high immaturity and 26 

engraftment potential as compared with mesenchymal stem cells. PloS One 27 

2012;7:e48648. 28 

30 Zipori D. The nature of stem cells: state rather than entity. Nat Rev Genet 2004;5:873ʹ29 

878. 30 

31 Delorme B, Ringe J, Pontikoglou C, et al. Specific lineage-priming of bone marrow 31 

mesenchymal stem cells provides the molecular framework for their plasticity. Stem Cells 32 

Dayt Ohio 2009;27:1142ʹ1151. 33 

32 Roson-Burgo B, Sanchez-Guijo F, Del Cañizo C, et al. Insights into the human mesenchymal 34 

stromal/stem cell identity through integrative transcriptomic profiling. BMC Genomics 35 

2016;17:944. 36 

33 Talele NP, Fradette J, Davies JE, et al. Expression of α-Smooth Muscle Actin Determines 37 

the Fate of Mesenchymal Stromal Cells. Stem Cell Rep 2015;4:1016ʹ1030. 38 

34 Xia W, Jin Y-Q, Kretlow JD, et al. Adenoviral transduction of hTGF-beta1 enhances the 39 

chondrogenesis of bone marrow derived stromal cells. Biotechnol Lett 2009;31:639ʹ646. 40 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Page 25 of 25 

 

35 Mehlhorn AT, Niemeyer P, Kaschte K, et al. Differential effects of BMP-2 and TGF-beta1 1 

on chondrogenic differentiation of adipose derived stem cells. Cell Prolif 2007;40:809ʹ2 

823. 3 

36 Zhao L, Jiang S, Hantash BM. Transforming growth factor beta1 induces osteogenic 4 

differentiation of murine bone marrow stromal cells. Tissue Eng Part A 2010;16:725ʹ733. 5 

37 Maeda S, Hayashi M, Komiya S, et al. Endogenous TGF-beta signaling suppresses 6 

maturation of osteoblastic mesenchymal cells. EMBO J 2004;23:552ʹ563. 7 

38 Hautmann MB, Madsen CS, Owens GK. A transforming growth factor beta (TGFbeta) 8 

control element drives TGFbeta-induced stimulation of smooth muscle alpha-actin gene 9 

expression in concert with two CArG elements. J Biol Chem 1997;272:10948ʹ10956. 10 

39 Yang H, Zhang L, Weakley SM, et al. Transforming growth factor-beta increases the 11 

expression of vascular smooth muscle cell markers in human multi-lineage progenitor 12 

cells. Med Sci Monit Int Med J Exp Clin Res 2011;17:BR55-61. 13 

40 Merrick D, Sakers A, Irgebay Z, et al. Identification of a mesenchymal progenitor cell 14 

hierarchy in adipose tissue. Science 2019;364. 15 

41 Hafner A-L, Contet J, Ravaud C, et al. Brown-like adipose progenitors derived from human 16 

induced pluripotent stem cells: Identification of critical pathways governing their 17 

adipogenic capacity. Sci Rep 2016;6:32490. 18 

42 Tiano JP, Springer DA, Rane SG. SMAD3 negatively regulates serum irisin and skeletal 19 

muscle FNDC5 and peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1-α (PGC-1α) 20 

during exercise. J Biol Chem 2015;290:11431. 21 

43 McDonald ME, Li C, Bian H, et al. Myocardin-related transcription factor A regulates 22 

conversion of progenitors to beige adipocytes. Cell 2015;160:105ʹ118. 23 

44 Wankhade UD, Lee J-H, Dagur PK, et al. TGF-β receptor 1 regulates progenitors that 24 

promote browning of white fat. Mol Metab 2018;16:160ʹ171. 25 

 26 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Cell immaturity and white/beige adipocyte-potential of primary 

human adipose-derived stromal cells are restrained by culture-

medium TGFβ1 

Hélène Leménager, Loïc M.A. Fiévet, Fabien Guilloton, Abderrahim Naji, Benoît Chaput, 

Narufumi Suganuma, Jean-Christophe Pagès, Luc Sensebé, Audrey Carrière, Louis Casteilla, 

Frédéric Deschaseaux 

Figures 

Fig 1 Differentiation potential and immature state of EGM2-hASCs 

Fig 2 White/beige adipogenic potential of Standard- and EGM2-hASCs 

Fig ϯ TGFɴϭ aƐ a haůůŵaƌk Žf SƚaŶdaƌd-hASCs 

Fig 4 Effect of TGFɴ1 in Standard- and EGM2-hASCs 

Fig ϱ IŶhibiƚiŽŶ Žf TGFɴϭ effecƚƐ ŽŶ SƚaŶdaƌd-hASCs 

Fig 6 Graphical abstract 

 



 

 

  

Fig 1 Differentiation potential and immature state of EGM2-hASCs 

a-c Differentiation potential (a) and immature state (b-c) evaluation of hASCs expanded in MEM with 10% 

FBS (Standard; black) or EGM2 medium (EGM2; red). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. a Both types of 

hASCs were submitted to osteogenic, chondrogenic and adipogenic differentiation and were then analyzed 

for calcium deposition staining with Alizarin red (left panels), sulfated proteoglycan staining with Alcian 

blue (middle panels) and lipid staining with Oil-red O (right panels), respectively. Photonic microscopy. 

The calcium deposition and lipid content was quantified by chemical processes. n=3, Wilcoxon test. Scale 

bar = 500 µm, magnification = 4X. b Western blot analysis of SOX2, OCT4 and NANOG proteins in both 

W\SeV Rf KASCV afWeU e[SaQVLRQ. ȕ-ACTIN was a loading control. Data were quantified according to band 

intensity normalized to the corresponding β-ACTIN band and expressed as fold change relative to Standard 

condition. n=4, Mann-Whitney test. c RT-qPCR analysis of mRNA levels of characteristic markers for 

osteoblast (DL;5, COL1Į1, and ALPL), chondroblast (HAPLN and SOX9), vascular smooth muscle cell 

(VSMC; ACTA2 and CNN1) and adipocyte (FABP4 and LPL) lineages in both types of hASCs after 

expansion. Data are expressed as fold change relative to both the housekeeping gene and Standard 

condition. n=13, Wilcoxon test.  
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Fig 1 Differentiation potential and immature state of EGM2-hASCs 



 

 

  

Fig 2 White/beige adipogenic potential of Standard- and EGM2-hASCs 

a-e Standard-hASCs (black) and EGM2-hASCs (red) from passage 0 (a-c) to P4 (d-e) were subjected to 

adipogenic differentiation and analyzed for expression of characteristic markers of adipocytes by RT-qPCR 

(a, c-e) and western blot assay (b). * p<0.05, ** p<0.01. a mRNA expression of 33A5Ȗ2, FABP4, LPL, 

ADIPOQ, and CEB3Į. Data are expressed as fold change relative to both the housekeeping gene and 

Standard condition. n=8, Wilcoxon test. b PPARȖ2 aQd ȕ-ACTIN loading control protein expression. n=1 c 

mRNA expression of characteristic markers of beige adipocytes (UCP1, CIDEA, and 3GC1Į). n=8, 

Wilcoxon. Data are expressed as fold change relative to both the housekeeping gene and Standard 

condition. d mRNA expression of whole types of adipocyte markers (33A5Ȗ2, FABP4, LPL, and ADIPOQ) 

or e specific to beige adipocytes (UCP1, CIDEA and 3GC1Į). n=2. Data are expressed as fold change 

relative to both the housekeeping gene and EGM2 P0 condition.  
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FLg 3 TGFȕ1 aV a KaOOPaUN Rf SWaQdaUd-hASCs 

a-g Standard-hASCs (black, n=6) and EGM2-hASCs (red, n=5) were analyzed by high throughput 

transcriptomic studies (a-e), and TGFβ1 in media (f) or supernatant (g) was evaluated. a Analysis of 4 

principal components for both types of hASCs. b Significant gene ontology terms of pathway analysis for 

Standard-hASCs according to the corresponding p-value. c Heat map representing the 40 top-expressed 

TGFβ-related genes overexpressed in Standard-hASCs as compared with EGM2-hASCs. d Gene Set 

Enrichment Analysis for TGFβ family signature in Standard-hASCs and EGM2-hASCs. Results were 

statistically significant according to FWER p-value depicted on the panel. e mRNA expression of 

UeSUeVeQWaWLYe PaUNeUV Rf WKe TGFȕ1 SaWKZa\ (7GFȕ1, SMAD3, and 7GFȕ51) obtained from microarray 

studies. Wilcoxon test, * p<0.05. f BRYLQe TGFȕ1 cRQceQWUaWLRQ LQ SWaQdaUd (bOacN) aQd EGM2 (Ued) 

medium analyzed by sandwich ELISA. n=4, Mann-Whitney test, * p<0.05. g HXPaQ TGFȕ1 cRQceQWUaWLRQ 

in the supernatant of both hASCs types analyzed by sandwich ELISA. Data are expressed as fold change of 

level relative to Standard condition. n=5, Mann-Whitney test, * p<0.05. 



a 

d 

0

200

400

600

800 *

Standard EGM2 

c 

TGFβ1 family 

Upregulated Downregulated 

Standard 

EGM2 

p-value < 0.0001 

NES 2.19 

TGFβ family signature 

142 genes 

0

50

100

150

200

250 *

0

50

100

150

200

250 *

e 

f 

Standard EGM2 b 

SMAD3 TGFβR1 

A
rb

it
ra

ry
 u

n
it

 

Bovine TGFβ1 

C
o

n
ce

n
tr

a
ti

o
n

 (
p

g
/m

L)
 

Term PValue Genes 

ECM-receptor 

interaction 
1.23E-10 

TNC  COL3A1  HSPG2  ITGA11  COL5A2  

COL5A1  SDC1  LAMB2  CD36  ITGB8  ITGAV  

COMP  ITGA8  COL1A2  COL1A1  THBS1  

COL11A1  THBS3  SPP1 

Focal adhesion 9.56E-08 

PDGFA  TNC  COL3A1  ITGA11  IGF1  ACTN1  

FLNC  COL5A2  COL5A1  FLNA  MYL9  LAMB2  

ITGB8  ITGAV  COMP  ITGA8  COL1A2  

COL1A1  PDGFD  THBS1  COL11A1  THBS3  

MYLK  SPP1 

Malaria 2.13E-06 
VCAM1  IL6  SDC1  CD36  CCL2  LRP1  COMP  

TGFB3  IL1B  THBS1  THBS3 

PI3K-Akt signaling 

pathway 
2.59E-05 

FGF7  FGF9  PDGFA  TNC  COL3A1  ITGA11  

LAMB2  ITGB8  COMP  ITGAV  CREB3L1  

ANGPT1  PDGFD  THBS1  COL11A1  FGF2  

THBS3  SPP1  IL6  IL7  IGF1  COL5A2  COL5A1  

ITGA8  COL1A2  COL1A1  NGF 

Proteoglycans in 

cancer 
5.11E-05 

LUM  MMP9  HSPG2  IGF1  IGF2  FZD2  FLNC  

MIR21  TIMP3  FLNA  FZD7  WNT2  PLCE1  

SDC1  GPC3  ITGAV  HSPB2  THBS1  FGF2 

TGF-beta signaling 

pathway 
5.61E-05 

INHBA  SMAD9  ID2  SMAD7  INHBE  TGFBR1  

BMPR2  TGFB3  ID4  ID3  THBS1  BAMBI 

EGM2 Standard 

TGFβ family signature 

0

50

100

150

200

250 *

TGFβ1I1 

0

500

1000

1500
*

g Human TGFβ1 

C
o

n
ce

n
tr

a
ti

o
n

 (
p

g
/m

L)
 EGM2 

Standard 

Fig 3 TGFȕ1 aV a hallmaUk Rf SWaQdaUd-hASCs 



 

 

  

Fig 4 Effect of TGFȕ1 in Standard- and EGM2-hASCs 

a-f Standard-hASCs (black) and EGM2-hASCs (red) were treated (+) or not (-) with 10 ng/mL recombinant 

KTGFȕ1 and analyzed by immunofluorescence (a) and western blot assay (b-f). * p<0.05, ** p<0.01. a 

SMAD3 protein staining (green) in hASCs treated or not for 3 days. Nuclei were stained with DAPI. 

Images are representative of 6 independent experiments. Photonic microscopy. Scale bar = 20 µm, 

magnification = 40X. Mann-Whitney test. b phospho-SMAD3 (Ser423/425) and total SMAD3 protein 

levels in hASCs treated or not for 15 RU 30 PLQ (15¶ ± 30¶). ȕ-ACTIN was a loading control. n=4. c-f SOX2 

(c), CALPONIN1 (d), FABP4 (e) aQd PPARȖ (f) protein levels in hASCs treated or not for 3 days. ȕ-

ACTIN or GAPDH was a loading control. Data were quantified according to band intensity normalized to 

the corresponding β-ACTIN band and expressed as fold change relative to Standard untreated condition. At 

least n=4, Mann-Whitney test. 
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FLg 5 IQKLbLWLRQ Rf TGFȕ1 effecWV RQ SWaQdaUd-hASCs 

a-e Standard-hASCs (black) and EGM2-hASCs (red) were treated (+) or not (-) ZLWK 1 �M TGFȕ1 UeceSWRU 

inhibitor for 3 days (SB431542 or SB505124, as specified in figure), and analyzed by immunofluorescence 

(a), Western blot analysis (b,d) or RT-qPCR (c,e) before (a-d) or after (e) adipogenic differentiation. * 

p<0.05, ** p<0.01. a SMAD3 protein staining (green) in hASCs. Nuclei were stained with DAPI. Images 

are representative of 6 independent experiments. Confocal microscopy. Scale bar = 40 µm, magnification = 

20X. Mann-Whitney test. b SOX2 protein levels. GAPDH was a loading control. Data were quantified 

according to band intensity normalized to the corresponding GAPDH band and expressed as fold change 

relative to Standard untreated condition. n=8, Wilcoxon test. c mRNA expression of osteoblast (COL1Į1), 

VSMC (ACTA2, CNN1, and TGFȕ1), and adipocyte (PGC1Į, CEB3Į, PPARȖ2, FABP4, L3L, DQG CEB3ȕ) 

characteristic markers in Standard-hASCs. Data are expressed as fold change relative to both the 

housekeeping gene and untreated condition. n=7, Wilcoxon test. d CALPONIN1 protein level. ȕ-ACTIN 

was a loading control. Data were quantified according to band intensity normalized to the correspondiQg ȕ-

ACTIN band and expressed as fold change relative to Standard untreated condition. n=3, Mann-Whitney 

test. e mRNA expression of UCP1 in Standard-hASCs treated (+) or not (-) with 10 ng/mL recombinant 

KTGFb1 RU 1 �M TGFȕ1 UeceSWRU LQKLbLWRU SB431542 fRU 3 days before 11 days of adipogenic 

differentiation and overnight forskolin stimulation. Data are expressed as fold change relative to both the 

housekeeping gene and untreated condition. n=6, Mann-Whitney test.  
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Fig 6 Graphical abstract 

TGFȕ1 LQdXceV dLffeUeQWLaWLRQ WRZaUd RVWeRbOaVW, cKRQdURbOaVW aQd VSMC OLQeageV aQd cRQYeUVeO\ LQKLbLWV 

WKe adLSRgeQLc OLQeage Rf KASCV. WLWK UedXced TGFȕ1 cRQWeQW, EGM2 PaLQWaLQed KLgK LPPaWXULW\ 

features of hASCs, permitting strong differentiation potential toward osteoblasts and chondroblasts, with a 

beWWeU e[WeQVLRQ fRU WKe adLSRgeQLc OLQeage, aV cRPSaUed ZLWK cKURQLcaOO\ TGFȕ1-primed Standard-hASCs. 

Artwork performed by using Powerpoint software. 
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Fig S4 GSEA of osteoblast, chondroblast and VSMC gene signatures 

Fig Sϱ OƐƚeŽbůaƐƚ͕ VSMC aŶd adiƉŽcǇƚe ůiŶeage ƵŶdeƌ TGFɴϭ iŶdƵcƚiŽŶ 

Table S1 List of primers used in RT-qPCR 



 

 

  

Fig S1 Comparative characterization of Standard- and EGM2-hASCs 

a-e Standard-hASCs (black) and EGM2-hASCs (red) were analyzed at phenotypic (a-b) and functional (c-

e) levels. *, p<0.05, **, p<0.01. a Morphology of both types of hASCs. Images are representative of 46 

independent experiments. Photonic microscopy. Scale bar = 100 µm, magnification = 20X. b Flow 

cytometry of both types of hASCs for CD90, CD73, CD13, CD45 and CD31 (all in PE), and negative 

isotype control in PE. c Number of cells to obtain 1 CFU-F in Standard (black) or EGM2 (red) medium. 

n=3, Mann-Whitney test. d Total number of living hASCs per cm² of growth area counted by Malassez 

blade and blue trypan died cells staining at the end of expansion in both media. n=12, Wilcoxon test. e 

Mean intensity quantification of red (Alizarin red and Oil-red O) or blue (Alcian blue) colors in images 

acquired after osteogenesis, chondrogenesis or adipogenesis of both types of hASCs in Figure 1A. Mann-

Whitney test. 
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Fig S2 Lineage markers analysis in adipocytes from Standard- and EGM2-hASCs 

a-b Standard-hASCs (black) and EGM2-hASCs (red) were subjected to adipogenic differentiation and 

analyzed for expression of characteristic markers of adipocytes (a), osteoblasts, chondroblasts, and VSMCs 

(b) by RT-qPCR. *, p<0.05, **, p<0.01. a mRNA expression of 33A5Ȗ2, UCP1, CIDEA, and 3GC1Į in 

adipocytes overnight treated (+) or not (-) with 2 µM forskolin. Data are expressed as fold change relative 

to both the housekeeping gene and untreated Standard condition. n=6, Mann-Whitney test. b mRNA 

expression of osteoblasts (DLX5 and RUNX2, left), chondroblasts (SOX9, middle) and VSMCs (ACTA2, 

CNN1, and 7GFȕ1, right). Data are expressed as fold change relative to both the housekeeping gene and 

Standard condition. n=4, Mann-Whitney test. 
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Fig S2 Lineage markers analysis in adipocytes from Standard- and EGM2-hASCs 



 

 

  

Fig S3 PCA and GSEA analyses of adipogenic and anti-adipogenesis gene signatures 

a-e Standard-hASCs (black, n=6) and EGM2-hASCs (red, n=5) were analyzed by high-throughput 

transcriptomic studies such as principal component analysis (a) and Gene Set Enrichment Analysis (c-e) for 

adipogenesis (b-c) and anti-adipogenesis signatures (d-e). *, p<0.05. a Proportion of variance of genes 

differentially expressed between both types of hASCs. b,d GSEA of Standard-hASCs and EGM2-hASCs. 

Results were statistically significant according to FWER p-values depicted on panels. c mRNA expression 

of representative markers of adipogenesis signature (PPARG, 3LIN2, CEB3ȕ, and FABP3 to 5) obtained 

from microarray studies. Wilcoxon test. e mRNA expression of representative markers of anti-adipogenesis 

signature (KLF2, KLF3, CDKN1B, NCOA2, VDR, and TCF7L2) obtained from microarray studies. 

Wilcoxon test.  
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Fig S3 PCA and GSEA analyses of adipogenic and anti-adipogenesis gene signatures 



 

 

  

Fig S4 GSEA of osteoblast, chondroblast and VSMC gene signatures 

a-f Standard-hASCs (black, n=6) and EGM2-hASCs (red, n=5) were analyzed by GSEA for osteogenesis 

(a,d), chondrogenesis (b,e) and VSMC lineage (c,f) gene signatures. *, p<0.05. a,b,c GSEA of Standard-

hASCs and EGM2-hASCs. Results were statistically significant according to FWER p-values depicted on 

panels. d mRNA expression of representative markers of osteogenesis signature (COL12A1, PODN, 

COL1A1, ALPL, BGN, and RUNX1) obtained from microarray studies. e mRNA expression of 

representative markers of chondrogenesis signature (MFAP4, DPT, FMOD, ANGPT1, CYP1B1, and 

ADAMTS2) obtained from microarray studies. f mRNA expression of representative markers of VSMC 

signature (CNN1, GJA1, PDE3A, MYO1C, TPM1, and ENG) obtained from microarray studies.  
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Fig S4 GSEA of osteoblast, chondroblast and VSMC gene signatures 



 

 

  

Fig S5 Osteoblast, VSMC and adLSRc\We OLQeage XQdeU TGFȕ1 LQdXcWLRQ 

a-d Standard-hASCs (black) and EGM2-hASCs (red) were treated (+) or not (-) with 10 ng/mL 

recombinant hTGFb1 for 3 days and analyzed by RT-qPCR (a-d). Mann-Whitney test. *, p<0.05, **, 

p<0.01, *** p<0.001. a mRNA expression of characteristic markers of VSMCs (ACTA2 and CNN1). Data 

are expressed as fold change relative to both the housekeeping gene and Standard untreated condition.  n=7. 

b mRNA expression of characteristic markers of osteoblasts (DLX5, OSTERIX, and COL1Į1). Data are 

expressed as fold change relative to both the housekeeping gene and Standard untreated condition. n=7. c 

mRNA expression of characteristics markers of adipocytes (FABP4 and LPL). Data are expressed as fold 

change relative to both the housekeeping gene and Standard untreated condition. n=7. d mRNA expression 

of characteristics markers of 7GFȕ1. Data are expressed as fold change relative to both the housekeeping 

gene and Standard untreated condition. n=7.  



0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

6

8

10

12
*

**

0

2

4

6

8

60

80

100

120 ***

a 
Osteoblast lineage priming 

Adipocyte lineage priming 

d 

0

1

2

3 **

*

0

2

4

**

**

VSMC lineage priming 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
*

***

*

0

1

2

3

4

*

*

*

0

5

10

15 ***

**

b 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0.0547

*

*

c 

ACTA2 

F
o

ld
 c

h
a

n
g

e
 (

2
-∆
∆C

t )
 

TGFβ1 - + - + 

CNN1 DLX5 OSTERIX 

- + - + 

F
o

ld
 c

h
a

n
g

e
 (

2
-∆
∆C

t )
 

TGFβ1 - + - + - + - + - + - + 

COL1α1 

FABP4 LPL 

F
o

ld
 c

h
a

n
g

e
 (

2
-∆
∆C

t )
 

TGFβ1 - + - + - + - + 

TGFβ1 

F
o

ld
 c

h
a

n
g

e
 (

2
-∆
∆C

t )
 

TGFβ1 - + - + 

EGM2 Standard EGM2 Standard 

EGM2 Standard 

EGM2 Standard 

Fig S5 Osteoblast, VSMC and adipocyte lineage under TGFȕ1 induction 



 

 

 

Table S1 List of primers used in RT-qPCR 



Target gene Reverse Forward 

ACTA2 CAG ATC CAG ACG CAT GAT GGC A CTA TGC CTC TGG ACG CAC AAC T 

ADIPOQ TCA GAA ACA GGC ACA CAA CTC A TGC CCC AGC AAG TGT AAC C 

ALPL GCT GGC AGT GGT CAG ATG TT CTA TCC TGG CTC CGT GCT CC 

CEBPɲ CTG CAG GTG GCT GCT CAT GCC GGG AGA ACT CTA ACT CC 

CIDEA GCT ATT CCC GAC CTC TTC GG AGT CCT GTT GAC CCC GCT C 

CNN1 ATT TCC GCT CCT GCT TCT CTG CCA ACG ACC TGT TTG AGA ACA 

COL1ɲ1 GAG CAG GAG CCG GAG GTC CA GCT AAC CCC CTC CCC AGC CA 

DLX5 GCC ATT CAC CAT TCT CAC CTC TAC CCA GCC AAA GCT TAT GCC 

FABP4 GCG AAC TTC AGT CCA GGT CA AAA CTG GTG GTG GAA TGC GT 

HAPLN CCA GGA GTT CGG ATG CTC TC GGA GAA AGA GCG CTA GCT 

LPL TAG GGC ATC TGA GAA CGA GTC GGT CGA AGC ATT GGA ATC CAG 

OSTERIX GCC TTG CCA TAC ACC TTG C CTC CTG CGA CTG CCC TAA T 

PGCϭɲ TCG TGC TGA TAT TCC TCG TAG CT CCG CAC GCA CCG AAA 

PPARɶϮ CCA CGG AGC TGA TCC CAA GAT ACA CTG TCT GCA AAC ATA TCA C 

PPIA 

(housekeeping) 
TCT TTG GGA CCT TGT CTG CAA GCC GAG GAA AAC CGT GTA CTA T 

RPLP0 

(housekeeping) 
TAG TTG GAC TTC CAG GTC GC CGT CCT CGT GGA AGT GAC AT 

RUNX2 GCT CAC GTC GCT CAT TTT GC ATT CCT GTA GAT CCG AGC ACC 

SOX9 GCT GTA GTG TGC GAG GTT GAA AGC GAA CGC ACA TCA AGA C 

dGFɴϭ GTT GCT GAG GTA TCG CCA GGA A TAC CTG AAC CCG TGT TGC TCT C 

UCP1 CCA GGA TCC AAG TCG CAA GA GTG TGG CCA ACT GTG CAA TG 

YWHAZ 

(housekeeping) 
TCT CAG CAC CTT CCG TCT TT AGC AGG CTG AGC GAT ATG AT 

ACTA2: smooth muscle actin 2; ADIPOQ: adiponectin; ALPL: alkaline phosphatase biomineralization associated; 

CEBPα: CCAAT enhancer binding protein alpha; CIDEA: cell death inducing DFFA like effector A; CNN1: calponin 

1; COL1α1: collagen type 1α1; DLX5: distal-less homeobox 5; FABP4: fatty acid binding protein 4; HAPLN: 

hyaluronan and proteoglycan link protein 1; LPL: lipoprotein lipase; PGC1α: PPARγ coactivator 1 alpha; PPARγϮ: 

peroxisome proliferator activated receptor gamma 2; PPIA: Peptidylprolyl Isomerase A; RPLP0: Ribosomal 

Protein Lateral Stalk Subunit P0; SOX9: sex determining region Y-box 2; TGFβ1: transforming growth factor beta 

1; UCP1: uncoupling protein 1; YWHAZ: Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase Activation 

Protein Zeta 
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Chapitre 2 : SOX2 et adipogenèse.  

RÉSUMÉ 

L¶obpViWp eVW Xn facWeXU de UiVTXe majeXU poXU leV maladieV 

cardiovasculaires et le diabète de type 2. Cette pathologie UpVXlWe enWUe aXWUeV d¶un 

déséquilibre de la balance énergétique, dans laquelle le TA a un rôle clé. Il existe 

plXVieXUV W\peV d¶adipoc\WeV, TXi VonW leV cellXleV foncWionnelleV dX TA. D¶Xne paUW, 

les adipocytes blancs qui VWockenW l¶pneUgie, eW d¶aXWUe paUW leV adipoc\WeV bUXnV et 

beiges qui la consomment. De par leur grande capacité de consommation de 

lipides et leur caractère inductible, les adipocytes beiges ouvrent des perspectives 

thérapeutiques conWUe leV maladieV aVVocipeV j l¶obpViWp, comme cela a pWp dpcUiW 

in vivo chez la souris. Les adipocytes beiges sont issus de la différenciation des 

ASC. Nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires régulant 

l¶obWenWion d¶adipoc\WeV beigeV j paUWiU de deX[ modqleV d¶ASC humaines, et par 

l¶XWiliVaWion d¶Xn modqle mXUin. Cette étude a révélé que la protéine SOX2 était 

VXUe[pUimpe loUV dX pUoceVVXV d¶adipogenqVe, eW ce d¶aXWanW plXV loUVTXe leV ASC 

étaient induites vers une différenciation adipocytaire beige. De plus, l¶e[pUeVVion de 

SOX2 eVW poViWiYemenW coUUplpe d¶Xne part à la formation des adipocytes beiges, et 

d¶aXWUe paUW j l¶acWiYaWion deV adipoc\WeV bUXnV, in vivo chez la souris exposée au 

froid. Ainsi, SOX2 semble être un facteur clé impliqué dans le potentiel de 

brunissement du TA et l¶obWenWion d¶adipoc\WeV beiges/bruns in vivo et in vitro. De 

manière inattendue, nos travaux mettent donc en lXmiqUe l¶e[pUeVVion du facteur 

SOX2 au sein des adipocytes blancs, beiges et bruns. Ceci ouvre de nouvelles 

pistes de développement à visée thérapeutique mais impose la compréhension du 

rôle de SOX2 dans la physiologie des adipocytes. 
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INTRODUCTION 

Dans nos travaux précédents, nous avons réalisé une étude 

transcriptomique à grande échelle de comparaison entre les ASC-Standard et ±

EGM2. En sus du TGFȕ1 pour les ASC-Standard, cette analyse a identifié la 

protéine SOX2 comme facteur impliqué dans la signature des ASC-EGM2 

(données non montrées). Ces ASC ont démontré une plus grande capacité à 

donner des adipocytes blancs et beiges par rapport aux ASC classiquement 

cultivées en milieu Standard. La perte de SOX2 de CSM dérivées de sang de 

cordon ombilical humain par transfection avec des siRNA et shRNA spécifiques, 

diminue la capacité de ces cellules à donner des adipocytes in vitro409. En effet, 

lorsque ces CSM n¶e[pUimanW paV oX moinV SOX2 étaient mises en différenciation 

adipocytaire, il a été observé une diminution du marquage lipidique Oil Red O ainsi 

TX¶Xne diminXWion de la quantité protéique de PPAR  et C/EBPɴ, facteurs 

déterminants du lignage adipocytaire. À l¶inYeUVe, leV poWenWielV ostéoblastique et 

chondroblastique des CSM étaient augmentés. Les auteurs ont mis en évidence le 

facteur Dickkopf1 (DKK1) comme cible génomique de SOX2 dans la détermination 

du destin cellulaire. DKK1 est un inhibiteur de la voie Wnt par liaison au 

corécepteur LRP6. La voie Wnt est connue comme stimulant la différenciation 

ostéoblastique des CSM. En parallèle, l¶pTXipe de Seo E eW al. a monWUp TXe la 

surexpression lentivirale du gène SOX2 augmentait le potentiel des BM-MSC 

murines à donner des adipocytes Oil Red O+ exprimant PPAR 410. Dans ce 

contexte, SOX2 activerait la transcription de Yes-Associated Protein 1 (YAP1), un 

facteur de transcription activé en réponse à des contraintes mécaniques 

d¶pWiUemenW dX c\WoVTXeleWWe cellXlaiUe. Connaissant le rôle de la protéine SOX2 en 

tant que facteur pionnier danV la UepUogUammaWion eW l¶acceVVibiliWp aX gpnome 

cellulaire, nous nous sommes interrogés sur son rôle moléculaire au cours de 

l¶adipogenqVe.  

D¶aXWUe paUW, tous les adipocytes issus des BM-MSC murines par le 

pUoceVVXV d¶adipogenqVe pWaienW SOX2+410. NoXV aYonV donc pWXdip l¶e[pUeVVion 

du gène SOX2 dans des adipocytes matures in vitro et in vivo. Les TA murins sont 

hétérogènes du point de vue de leur potentiel thermogénique. Contrairement au TA 

blanc inguinal qui brunit en UpponVe j ceUWainV VWimXli WelV TXe l¶e[poViWion aX 

froid101 ou une stimulation de type ȕ3-adrénergique411, le TA blanc épididymaire est 
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considéré comme un vrai TA blanc dépourvu de capacités thermogéniques171. De 

plus, une analyse tri-dimenVionnelle d¶imageUie VXU l¶inWpgUaliWp dX TA ingXinal d¶Xne 

souris adulte, réalisée par le laboratoire, a mis en évidence une hétérogénéité du 

potentiel de brunissement selon la localisation dans le tissu. Il a été montré que la 

région centrale, nommée SLA pour segmentable lobule area, avait un fort potentiel 

de brunissement lorsque les souris étaient exposées au froid, tandiV TXe l¶aine, ou 

NSLA pour non segmentable lobule area, avait Xn phpnoW\pe d¶adipoc\WeV blancV 

non convertibles173. Connaissant les grandes capacités de plasticité des 

adipocytes, nous nous sommes interrogés sur le rôle de la protéine SOX2 dans 

cette plasticité. 
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MATERIELS ET METHODES 

L¶enVemble deV maWpUielV eW mpWhodeV de ceWWe pWXde VonW UedondanWV aYec 

ceux de la précédente étude portant sur le TGFȕ1. En voici ci-dessous les 

différences. 

Étude in vivo : des souris C57Bl/6JOLA mâles de 2 mois élevées à 21°C 

(température ambiante - RT) ont été mises au froid (4°C) pendant 1, 3 ou 7 jours ou 

maintenues à RT afin d¶obWeniU deV adipoc\WeV beigeV paU conYeUVion (1 joXU) eW 

différenciation (3 et 7 jours). Leur TA brun (BAT) et leurs TAs blancs inguinal (ING) 

et epididymaire (EPI) ont été analysés par western blotting et immunofluorescence. 

Études in vitro : après leur expansion en milieu EGM2, les ASC humaines 

ont été mises en différenciation adipocytaire pendant 11 jours dans de l¶ĮMEM 

supplémenté par deux cocktails adipogéniques différents : d¶Xne paUW 1 µM 

dexamethasone, 5 µg/mL insuline, 1 µM rosiglitazone et 60 µM indomethacine avec 

10% VpUXm de YeaX f°Wal (modèle 1) ; ou d¶aXWUe paUW 1 µM dexamethasone, 1 

µg/mL insuline et 0.5 mM IsoButylMethylXanthine (IBMX) avec 2% sérum de veau 

f°Wal (modèle 2). Des cellules humaines hMADs au passage 18 ont été amplifiées 

dans un milieu de prolifération contenant du DMEM glutamax supplémenté en 10% 

VpUXm de YeaX f°tal, 10 mM HEPES et 5 ng/mL hFGF2. Le milieu est renouvelé 

tous les 2 à 3 jours. A confluence les cellules ont été lysées en RIPA pour une 

analyse western blot (cellules non différenciées) ou induites en différenciation 

adipocytaire dans du DMEM glutamax mélangé à volume/volume avec du HAM 

F12 et supplémenté avec 0.86 µM insuline, 10 µg/mL transferrine, 0.2 nM T3, 1 µM 

rosiglitazone, 100 µM IBMX et 1 µM dexamethasone. Après 3 jours, le milieu est 

remplacp paU Xn milieX de diffpUenciaWion ne conWenanW paV d¶IBMX ni de 

dexamethasone. Pour une différenciation en adipocytes blancs, la rosiglitazone est 

également enlevée dès 10 jours mais pour leur conversion en adipocytes beiges la 

rosiglitazone est rajoutée de 17 à 20 jours. Pour une différenciation en adipocytes 

beiges, la rosiglitazone est maintenue pendant les 20 jours de différenciation. Les 

milieux de différenciation sont renouvelés tous les 3 à 4 jours. Tous les milieux 

conWiennenW 1% d¶Xn mplange d¶antibiotiques de type pénicilline et streptomycine. 

Anal\VeV : l¶enVemble deV WechniTXeV XWiliVpeV danV ceWWe pWXde VonW 

strictement identiques avec celles exposées dans le chapitre 1 des résultats. 

ConceUnanW l¶immXnoflXoUeVcence VXU WiVVX, apUqV fi[aWion les tissus ont été inclus 
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en agarose 2% et tranchés sur 200µm au vibroslice (World Precision Instruments ; 

SaUaVoWa, FL, USA) aYanW d¶rWUe immXnomaUTXpV. Liste des anticorps primaires 

utilisés : SOX2 (ab97959, Abcam ; Cambridge, UK), PPAR  (2443S, Cell Signaling 

Technology ; Danvers, MA, USA), Bodipy (d3835, Thermo Fisher, Waltham, MA, 

USA), ɴ-actine (A5441, Sigma-Aldrich ; Saint-Louis, MO, USA), Total OXPHOS 

human WB antibody cocktail (ab110411, Abcam), UCP1 (IF : don de Daniel 

Ricquier ; WB : UCP11-A, Į-diagnostic ; San Antonio, TX, USA), ɴ-tubuline 

(ab6046, Abcam), DAPI (D9542, Sigma). Liste des anticorps secondaires utilisés : 

WB : Goat anti-mouse ou anti-rabbit IgG-HRP conjugate (1706516 ou 1706515 

respectivement, Biorad ; Hercules, CA, USA) ; IF : Donkey Alexa-488nm ou -555nm 

anti-rabbit IgG (A21206 ou A31572 respectivement, Thermo Fisher). 
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RESULTATS 

Des ASC humaines primaires ont été mises en différenciation adipocytaire et 

l¶e[pUeVVion pUoWpiTXe du gène SOX2 a été analysée. La différenciation 

adipoc\WaiUe eVW hpWpUogqne j paUWiU de cXlWXUeV pUimaiUeV d¶ASC (Fig 1A). Nos 

résultats montrent que la protéine SOX2 est surexprimée dans les adipocytes 

riches en lipides par rapport aux cellules moins différenciées qui sont Bodipylow. De 

plus, l¶aXgmenWaWion pUoWpiTXe de PPAR   après différenciation adipocytaire des 

ASC (Fig 1B), V¶accompagne de l¶aXgmenWaWion pUoWpiTXe de SOX2 (Fig 1C). Une 

anal\Ve cinpWiTXe aX coXUV de l¶adipogenqVe indXiWe paU deux cocktails de 

différenciation adipogéniques différents indique que l¶appaUiWion de gouttelettes 

lipidiques au sein des cellules par microscopie corrèle avec l¶aXgmenWaWion 

protéique de SOX2 (34 kDa) (Fig 1D et 1E). À noter l¶aXgmenWaWion du nombre de 

mitochondries et des 5 complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale dans les 

adipocytes par rapport aux ASC non différenciées (Fig 1F et S1a). Ainsi, nos 

résultats montrent l¶aXgmenWaWion de SOX2 dans les adipocytes in vitro chez 

l¶hXmain.  

Nous avons également évalué l¶expression adipocytaire in vivo dans un 

modèle murin. Nos résultats montrent que SOX2 est exprimé dans le TA blanc 

inguinal des souris (Fig 2A). Lorsque des souris sont exposées au froid (4°C), il y a 

appaUiWion d¶adipoc\WeV beigeV, comme on peXW le YoiU paU l¶indXcWion pUoWpiTXe 

d¶UCP1 (Fig 2A). De manière intéressante, la protéine SOX2 augmente également 

en réponse au browning du tissu, même si elle eVW diminXpe jXVTX¶aX niYeaX baVal 

apUqV 7 joXUV d¶e[poViWion aX fUoid (Fig 2A). De plus, SOX2 est enrichi dans la zone 

à fort potentiel brun du TA inguinal, SLA, par rapport à la région à faible potentiel 

brun, NSLA (Fig 2B). Nos résultats montrent que la quantité protéique de SOX2 

augmente en réponse au froid dans ces deux zones. Nous avons aussi étudié 

l¶e[pUeVVion de SOX2 dans le TA brun et dans le TA périgonadique connu pour être 

réfractaire au brunissement. Nos résultats montrent l¶aXgmenWaWion de SOX2 au 

niveau protéique dans le TA inguinal par rapport au TA épididymaire, ainsi que 

dans le TA brun par rapport au TA inguinal (Fig S1b). De plus, quand nous 

pWXdionV l¶acWiYaWion dX TA bUXn, les résultats révèlent une augmentation d¶UCP1 eW 

de SOX2 en réponse au froid au niveau protéique (Fig 2C). Nous mettons ainsi en 

évidence Xne coUUplaWion poViWiYe VignificaWiYe enWUe l¶e[pUeVVion protéique de SOX2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Hélène Leménager 
58 

eW celle d¶UCP1 dans le TA brun et le TA blanc inguinal (Fig 2D). Enfin, la protéine 

UCP1 n¶eVW paV dpWecWpe dans le TA blanc épididymaire et les taux protéiques de 

SOX2 diminXenW apUqV 7 joXUV d¶e[poViWion aX fUoid (Fig S1c). Une analyse par 

immunofluorescence révèle un fort marquage de SOX2 au niveau cytoplasmique 

des cellules du TA inguinal, même si quelques noyaux sont aussi SOX2+ (flèches) 

(Fig 3A, 3B et S1d). De manière intéressante, tous les adipocytes UCP1+ semblent 

être SOX2+. Enfin, le nombre de cellules ayant un noyau positif pour le marquage 

SOX2 augmente en réponse au froid dans le TA brun (flèches) (Fig 3C et S1e). 

Ainsi, nos résultats mettent en évidence un lien entre l¶e[pUeVVion de la pUoWpine 

SOX2 et les adipocytes beiges et bruns in vivo chez la souris. 

Afin de  confiUmeU noV UpVXlWaWV che] l¶hXmain, noXV avons mis en 

différenciation adipocytaire blanche et beige des hMADs et avons étudié 

l¶e[pUeVVion pUoWpiTXe de SOX2 eW UCP1 danV leV adipoc\WeV obWenXV. En 

adéquation avec nos résultats obtenus sur des ASC primaires, SOX2 est 

surexprimé après différenciation adipocytaire des hMADs (Fig 4A). De manière 

intéressante, SOX2 est surexprimé après différenciation adipocytaire de type beige 

par rapport à une différenciation de type blanche (Fig 4B). Une analyse cinétique 

loUV de la diffpUenciaWion adipoc\WaiUe beige monWUe l¶appaUiWion de goXWWeleWWeV j 

partir du huitième jour de différenciation des cellules par microscopie (Fig 4C). 

SOX2 est détectée au niveau protéique à partir du huitième jour de différenciation 

(Fig 4C). La protéine UCP1 quant à elle est détectée à partir du quatorzième jour 

de différenciation. Ainsi, nos résultats confirment le lien entre l¶e[pUeVVion de SOX2 

et les adipocytes beiges in vitro chez l¶hXmain, eW VXggqUenW TXe l¶e[pUession de 

SOX2 précèderait celle d¶UCP1. 
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Figures 

Figure 1 : AƵgŵeŶƚaƚŝŽŶ de SOXϮ ůŽƌƐ de ů͛adŝƉŽgeŶèƐe deƐ ASC 

Figure 2 : AƵgŵeŶƚaƚŝŽŶ de SOXϮ ůŽƌƐ de ůa fŽƌŵaƚŝŽŶ d͛adŝƉŽcǇƚeƐ beŝgeƐͬbƌƵŶƐ in vivo  

Figure 3 : LŽcaůŝƐaƚŝŽŶ de SOXϮ ůŽƌƐ de ůa fŽƌŵaƚŝŽŶ d͛adŝƉŽcǇƚeƐ beŝgeƐͬbƌƵŶƐ in vivo 

Figure 4 : AƵgŵeŶƚaƚŝŽŶ de SOXϮ ůŽƌƐ de ů͛adŝƉŽgeŶèƐe beŝge deƐ ŚMADƐ 
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Figure 1 : Augmentation de SOX2 lors de l’adipogenèse des ASC 

(A-F) Des ASC primaires humaines ont été mises en différenciation adipocytaire 

pendant 11 jours et analysées par microscopie pour leur contenu en gouttelettes 

lipidiques (A et D) et par western blotting pour l’expression de différentes protéines (B, 

C E, F). A. Marquage de SOX2 et du contenu lipidique (Bodipy) par 

immunofluorescence. Les noyaux sont marqués au DAPI. Microscopie à 

épifluorescence. Grossissement x40. Barre d’échelle 20µm. B-C. Expression protéique 

de PPARɣ (B) et de SOX2 (C) dans des ASC non différenciées (-) ou différenciées en 

adipocytes (+) pendant11 jours. La β-actine sert de contrôle de charge. D. Morphologie 

des ASC non différenciées (Non diff) ou mises en différenciation adipocytaire selon une 

cinétique de 11 jours dans deux modèles de différenciation (voir le matériel et méthodes 

pour la description des modèles). Microscopie optique. Grossissement x20. Barre 

d’échelle 100µm. E. Expression protéique de SOX2 dans des ASC non différenciées 

(J0) ou mises en différenciation adipocytaire selon une cinétique de 11 jours dans deux 

modèles de différenciation. La β-actine sert de contrôle de charge. F. Expression 

protéique des 5 complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale (I à V) dans des 

ASC non différenciées (-) ou différenciées en adipocytes (+) pendant11 jours. La β-

actine sert de contrôle de charge. 
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Figure 1 : Augmentation de SOX2 lors de l’adipogenèse des ASC 



  

Figure 2 : Augmentation de SOX2 lors de la formation d’adipocytes beiges/bruns 

in vivo  

(A-D) Des souris ont été mises au froid (4°C) ou gardées à température ambiante 

(21°C ; RT) et l’expression protéique de SOX2 et UCP1 a été analysée par western 

blotting dans leur tissu adipeux inguinal (A-B) et brun (C) et une courbe de corrélation a 

été réalisée entre SOX2 et UCP1 (D). A, C. Des souris ont été mises au froid pendant 

1, 3, ou 7 jours (J1, J3 ou J7 respectivement). La β-tubuline sert de contrôle de charge. 

B. Des souris ont été mises au froid pendant 2 jours et le tissu adipeux inguinal a été 

divisé selon sa région non lobulisable (NSLA) et sa région lobulisable (SLA). La β-

tubuline sert de contrôle de charge. D. Courbe de corrélation entre l’expression 

protéique de SOX2 et celle d’UCP1 dans le tissu adipeux inguinal total et le tissu 

adipeux brun. 
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Figure 2 : Augmentation de SOX2 lors de la formation d’adipocytes beiges/bruns in vivo  



  

Figure 3 : Localisation de SOX2 lors de la formation d’adipocytes beiges/bruns in 

vivo 

A. Marquage de SOX2 (vert) et d’UCP1 (rouge) par immunofluorescence sur des 

tranches de tissu adipeux inguinal de souris mises au froid (4°C) pendant 7 jours ou 

gardées à température ambiante (21°C ; RT). Les noyaux sont marqués au DAPI. 

Microscopie confocale. Grossissement x10. Barre d’échelle 200µm.B. Marquage de 

SOX2 (vert) et d’UCP1 (rouge) par immunofluorescence sur des tranches de tissu 

adipeux inguinal de souris mises au froid (4°C) pendant 7 jours. Les noyaux sont 

marqués au DAPI. Les noyaux positifs en SOX2 sont marqués d’une flèche jaune. 

Microscopie confocale. Grossissement x40 et zoom x63. Barre d’échelle 50µm et zoom 

25µm. C. Marquage de SOX2 (vert) par immunofluorescence sur des tranches de tissu 

adipeux brun de souris mises au froid (4°C) pendant 1 jour ou gardées à température 

ambiante (21°C ; RT). Les noyaux sont marqués au DAPI. Les noyaux positifs en SOX2 

sont marqués d’une flèche jaune. Microscopie confocale. Grossissement x63. Barre 

d’échelle 25µm. 
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Figure 3 : Localisation de SOX2 lors de la formation d’adipocytes beiges/bruns in vivo 



  

Figure 4 : Augmentation de SOX2 lors de l’adipogenèse beige des hMADs 

(A-D) Des hMADs ont été mises en différenciation adipocytaire pendant 21 jours et 

analysées par western blotting pour l’expression de différentes protéines (A, B et D) et 

par microscopie pour leur contenu en gouttelettes lipidiques (C). A. Expression 

protéique de SOX2 dans des hMADs non différenciées (-) ou différenciées en 

adipocytes (+) pendant 21 jours. La β-tubuline sert de contrôle de charge. B. 

Expression protéique de SOX2 et d’UCP1 dans des hMADs différenciées en adipocytes 

(+) pendant 21 jours selon une différenciation en adipocytes blanc (rosiglitazone -) ou 

beige (rosiglitazone +). La β-tubuline sert de contrôle de charge. C. Morphologie des 

hMADs non différenciées (Non diff) ou mises en différenciation adipocytaire beige selon 

une cinétique de 21 jours. Microscopie optique. Grossissement x20. Barre d’échelle 

100µm. D. Expression protéique de SOX2 et d’UCP1 dans des hMADs non 

différenciées (J0) ou mises en différenciation adipocytaire beige selon une cinétique de 

21 jours. La β-tubuline sert de contrôle de charge. 
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Figure 4 : Augmentation de SOX2 lors de l’adipogenèse beige des hMADs 
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Figure S1 :  

a. Marquage de MTC02 (Mitotraker) par immunofluorescence dans des ASC non 

différenciées (-) ou mises en différenciation adipocytaire (+) pendant 11 jours. Les 

noyaux sont marqués au DAPI. Microscopie à épifluorescence. Grossissement x40. 

Barre d’échelle 20µm. Un contrôle négatif sans anticorps primaire a été réalisé 

(Negative control). b. Des souris ont été mises au froid pendant 7 jours et l’expression 

protéique de SOX2 et UCP1 a été analysée par western blotting dans le tissu adipeux 

épididymaire (EPI), inguinal (ING) et brun (BAT). La β-tubuline sert de contrôle de 

charge. c. Des souris ont été mises au froid pendant 1, 3, ou 7 jours (J1, J3 ou J7 

respectivement) ou gardées à température ambiante (21°C ; RT) et l’expression 

protéique de SOX2 et UCP1 a été analysée par western blotting. La β-tubuline sert de 

contrôle de charge. Un contrôle positif a été réalisé sur du tissu adipeux brun murin 

(Positive control). d. Contrôles négatifs sans anticorps primaire par 

immunofluorescence des figures 3A et 3B. e. Contrôle négatif sans anticorps primaire 

par immunofluorescence de la figure 3C. 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

 Nous identifions ici pour la première fois la surexpression de SOX2 dans des 

adipocytes in vitro et in vivo, et ce de manière plus importante lorsque les 

adipocytes ont un phénotype beige/brun.  

AVVocip j l¶immaWXUiWp eW à la plXUipoWence deV cellXleV, l¶e[pUeVVion de SOX2 

au sein de cellules différenciées, telles que les fibroblastes, contribue à leur 

reprogrammation. Les cellules pluripotentes induites (iPS) qui en résultent 

possèdent de fortes potentialités de (re)différenciation par stimulation définie, et 

exhibent un phénotype très immature. Il a donc été intéressant d¶obVeUYeU la 

surexpression physiologique de SOX2 au sein de cellules différenciées telles que 

les adipocytes in vitro et in vivo. La fonction de SOX2 au sein des adipocytes devra 

être déterminée. Les adipocytes sont des cellules ayant un métabolisme très 

orienté vers les lipides. Comment la protéine SOX2 pourrait être impliquée dans la 

régulation du métabolisme lipidique reste à découvrir. De plus, nous montrons que 

SOX2 est plus exprimé dans les adipocytes de phénotype beige ou brun, par 

rapport aux adipocytes blancs. Ces cellules diffèrent notamment par l¶e[pUeVVion 

d¶un programme thermogénique, incluant la protéine UCP1, et des gènes de la 

mitochondriogenèse. La protéine SOX2 pourrait ainsi être impliquée dans ces 

processus. Enfin, décrit comme facteur pionnier ou facteur de plasticité, SOX2 

pourrait réguler la plasticité des adipocytes différenciés en modifianW l¶épigénétisme. 

Ces travaux devront être poursuivis notamment par des expériences perte et/ou 

gain de foncWion afin de confiUmeU l¶impoUWance et le rôle de SOX2 au sein des 

adipocytes.  

Nos travaux sont préliminaires, maiV paU le faiW TX¶ilV révèlenW l¶e[pUeVVion 

d¶Xn facWeXU inaWWendX, SOX2, aX Vein deV adipoc\WeV blancV, beigeV eW bUXnV in 

vitro che] l¶hXmain eW in vivo chez la souris, ouvrent un champ particulièrement 

excitant sur le plan des connaissances et des perspectives thérapeutiques.  
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 Dans ces travaux scientifiques, nous nous sommes intéressés aux 

mécanismes moléculaires régulant le devenir cellulaire des ASC. Nous avons dans 

un premier temps étudié l¶impacW deV condiWionV de cXlWXUe VXU l¶immaWXUiWp eW leV 

potentialités des ASC primaires humaines. Nous avons montré que le TGFɴ1 

conWenX danV le VpUXm de cXlWXUe alWpUaiW l¶immaWXUiWp deV ASC et leur potentialité 

de différenciation en adipocytes, y compris à travers le lignage adipocytaire beige. 

Ceci du fait de leur engagement vers les lignages VML et ostéo-chondroblastiques 

initié par le TGFɴ1. Dans un second temps, nous avons caractérisé les 

mécanismes moléculaires impliTXpV danV l¶adipogenqVe eW la plasticité cellulaire. 

Notre étude a mis en avant l¶e[pUeVVion d¶Xn facWeXU inattendu, SOX2, au sein des 

adipocytes matures in vivo et in vitro.  

1. Identification des CSM : 

L¶idenWiWp d¶Xne cellXle eVW dpfinie j Xn inVWanW donnp paU la deVcUipWion de 

ses caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles. Les CSM ont été définies par 

la société internationale pour la thérapie cellulaire (ISCT) en 2006 par un ensemble 

de critères minimum qui permettent leur identification234 : leur capacité à adhérer au 

plastique et à proliférer in vitro en colonies dans des conditions de culture standard, 

ainsi que leur capacité à se différencier au minimum en adipocyte, chondroblaste et 

ostéoblaste en réponse aux inducteurs adéquats. Le dernier critère étant 

l¶e[pUeVVion deV maUTXeXUV de VXUface CD105, CD73, CD90, et l¶abVence deV 

marqueurs CD45, CD14 ou CD11b, et CD79a ou CD19. Cependant, il est 

aXjoXUd¶hXi dpcUiW diffpUenWeV sous-popXlaWionV de CSM aX Vein d¶Xn mrme 

tissu172,217,404,412, et des différences phénotypiques et fonctionnelles existent entre 

les CSM selon le tissu dont elles sont issues3,413. LeV CSM n¶onW ainsi pas les 

mêmes potentialités de différenciation. Dans notre étude, nous avons utilisé deux 

milieux de culture aux propriétés différentes et réalisé une analyse globale et 

intégrée des potentialités de différenciation des ASC vers différents lignages. À 

paUWiU d¶ASC hXmaineV en cXlWXUe pUimaiUe, nous montrons que les méthodes de 

culture modifient l¶idenWiWp deV CSM. NoWammenW, l¶acWiYiWp dX TGFɴ1 contenu dans 

le VpUXm de YeaX f°Wal (additif courant dans les milieux de culture) modifie les 

potentialités de différenciation des CSM cultivées en modifiant leur degré 

d¶immaturité ainsi que l¶engagement de ces cellules dans différents lignages du 
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mésoderme. L¶impacW dX TGFɴ1 VXU l¶engagemenW deV CSM vers les lignages 

ostéoblastique, chondroblastique, VML et adipocytaire avait été montré dans la 

littérature. Cependant, ces études ont été réalisées de manière isolée sur un 

lignage unique, et à partir de CSM porcines, après transfection virale414, ou de BM-

MSCs murines triées415, ou encore de cellules humaines multipotentielles mais mal 

définies416. Nous montrons pour la première fois, par une analyse globale de 

l¶enVemble deV poWenWialiWpV mpVodeUmiTXeV deV ASC, que le TGFɴ1 engage les 

ASC humaines primaires vers les lignages ostéoblastique, chondroblastique et 

VML. Cet engagement induit par le TGFɴ1 altère l¶immaWXUiWp eW les potentialités de 

différenciation en adipocytes des ASC. De plus, la capacité de différenciation en 

adipocytes beiges des ASC est diminuée. Or, cette voie de différenciation 

adipocytaire, ainsi que le lignage VML, ne sont pas systématiquement analysés par 

nos confrères scientifiques. Pourtant, comme cela a été montré chez la souris, les 

adipocytes beiges représentent un espoir thérapeutique contre les maladies 

aVVocipeV j l¶obpViWp, WelleV TXe le diabqWe de W\pe 2407. 

Le degUp d¶immaWXUiWp d¶Xne cellXle UpVXlWe de l¶inWpgUaWion de signaux 

extérieurs inhibant son orientation vers une identité différenciée. Il est supposé que 

les cellules les plus immatures n¶e[pUimenW paV les marqueurs des cellules 

matures. Au vu de nos résultats, on peut dire que les ASC cultivées en milieu 

Standard onW Xn degUp d¶immaWXUiWp limiWp du fait de leur priming par le TGFɴ1 

contenu dans le sérum induisant un engagement vers les lignages ostéoblastique, 

chondroblastique et VML, et par conséquent une plus faible capacité de 

différenciation en adipocytes. Toutefois, bien que plus immatures par la 

surexpression des marqueurs dits de « souchitude » SOX2, OCT4 et NANOG, les 

ASC cultivées en milieu EGM2 expriment des marqueurs de lignages 

mésodermiques. Cela va dans le sens des études de Dov Zipori, qui propose 

TX¶Xne cellXle VoXche immaWXUe peXW npanmoinV e[pUimeU j baV bUXiW de nombUeX[ 

gènes associés à la différenciation. La différenciation correspondrait alors à une 

diminXWion d¶e[pUeVVion deV gqneV non VppcifiTXeV dX lignage indXiW, eW Xne 

surexpression de ceux impliqués dans le lignage induit208. Aussi, nous avons étudié 

l¶e[pUeVVion deV maUTXeXUV d¶oVWpoblaVWe, chondUoblaVWe eW cellXle VML apUqV 

diffpUenciaWion adipoc\WaiUe deV ASC. L¶e[pUeVVion de l¶enVemble de ceV maUTXeXUV 

était plus faible après différenciation adipocytaire, par rapport aux ASC non 
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différenciées (données non montrées). Cependant, une expression faible de ces 

marqueurs non-adipocytaires a été détectée au sein des adipocytes issus de la 

différenciation des ASC, et était augmentée lorsque les ASC avaient été pré-

engagées dans les lignages ostéoblastique, chondroblastique et VML par le TGFɴ1 

contenu dans le sérum de culture (figure S2b). Au contraire, alors que l¶e[pUeVVion 

des marqueurs de cellules des lignages ostéoblastique, chondroblastique et VML 

diminuait, les marqueurs du lignage adipocytaire était surexprimés après 

différenciation adipocytaire des ASC (figure 2). ¬ l¶pchelle clonale, en culture les 

BM-MSC expriment de nombreux marqueurs de lignage dans un état non induit 

pour la différenciation417, ce TXi VoXWienW l¶h\poWhqVe de DoY ZipoUi. NoWonV 

cependant que dans la majorité deV aUWicleV de la liWWpUaWXUe, eW TXi V¶inWpUeVVenW j la 

différenciation des CSM, les BM-MSC sont cultivées en milieu de type Standard. 

L¶expression par les BM-MSC de ces nombreux marqueurs de différenciation, 

même à bas bruit, pourrait donc être uniquement due à un priming exercé, entre 

autres, par le TGFɴ1 contenu dans le sérum de culture.  

Le phénotype des ASC cultivées en milieu EGM2, et notamment leur 

immaturité, est-il acquis par les méthodes de culture (reprogrammation cellulaire), 

ou inhérent à leur phénotype natif qui serait conservé in vitro ? Après tri cellulaire et 

single cell RNA-seq, il a pWp idenWifip UpcemmenW che] la VoXUiV eW che] l¶hXmain, 

diffpUenWeV popXlaWionV d¶ASC in vivo. Les populations Dpp4+ et Icam1+ ont des 

propriétés différentes in vitro. Les cellules portant le marqueur Dpp4 se 

différencient moins bien en adipocytes que les cellules Icam1+, comme cela a été 

montré par un plus faible marquage lipidique au Bodipy ainVi TX¶Xne plXV faible 

e[pUeVVion d¶Adipoq, Pparg et Plin1404. CeV pUopUipWpV poXUUaienW V¶e[pliTXeU paU 

une sensibilité différente au TGFɴ1. En effet, les capacités de différenciation 

adipocytaire des ASC Dpp4+ in vitro sont abolies en présence de TGFɴ1, alors 

TX¶elleV ne VonW TXe paUWiellemenW pWeinWeV danV leV cellXleV Icam1+. De plus, un 

traitement TGFɴ1 des ASC Icam1+ oriente ces cellules vers le phénotype des 

cellules Dpp4+. Nos résultats viennent appuyer cette étude et montrent que le 

TGFɴ1 diminue les potentialités de différenciation en adipocytes des ASC. On peut 

donc suggérer que les cellules Dpp4+ sont stimulées in situ par le TGFɴ1 

endogène, et que ce priming est conservé in vitro, altérant leurs potentialités 

adipogéniques en culture, tel que décrit par Merrick et al. Ainsi, les cellules 
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garderaient en mémoire les signaux de priming TX¶elleV onW UeoX in vivo dans leur 

microenvironnement. Cette hypothèse expliquerait le fait que les ASC aient 

davantage de potentialités adipogéniques in vitro que les BM-MSCs3. Il est 

cependant étonnant que les ASC-EGM2 surexpriment significativement 2.4±0.2 fois 

plus le marqueur Dpp4 par rapport aux ASC-Standard, qui expriment inversement 

2±0.1 fois moins le marqueur Icam1 par rapport aux ASC-EGM2. Ces données 

viennenW de l¶anal\Ve de noV donnpeV de WUanVcUipWomiTXe (donnpeV non 

montrées). Cette analyse ne colle pas exactement avec les potentialités 

adipocytaires observées sur les ASC Dpp4+ et Icam1+ paU l¶pTXipe de MeUUick et al.  

Cette différence deYUa donc faiUe l¶objeW d¶pWXdeV complpmenWaiUeV. Il serait 

inWpUeVVanW d¶pYalXeU compaUaWiYemenW l¶immaWXUiWp eW le priming dépendants du 

TGFɴ1 des ASC cultivées en EGM2 ou -Standard, ainsi que des ASC exprimant 

Dpp4+ ou Icam1+, et les potentialités respectives de ces cellules vers les différentes 

YoieV de diffpUenciaWion d¶inWpUrW WhpUapeXWiTXe. Une analyse moléculaire 

appUofondie peUmeWWUaiW Xne idenWificaWion de maUTXeXUV de ceV popXlaWionV d¶inWpUrW 

in vivo. 

Par ailleurs, nos travaux montrent que les ASC-EGM2 conservent des 

capacités adipogéniques plus longtemps que les ASC-Standard en culture à long 

terme (figures 2d et 2e). Il est connu que le potentiel adipogénique des BM-MSC 

diminue au fur et à mesure des passages en culture418. Or les cultures primaires 

contiennent plusieurs populations hétérogènes de colonies. La trypsinisation et 

l¶enVemencemenW UpppWp deV ASC VXU Xn VXppoUW Uigide poXUUaienW VplecWionneU peX 

à peu des CFU orientées vers les lignages ostéoblastique, chondroblastique et 

VML aux dépens des CFU orientées vers le lignage adipogénique. Cette sélection 

pourrait être favorisée par le milieu Standard alors que le milieu EGM2 

maintiendrait des CFU adipogéniques plus longtemps en culture. De même, le 

milieu EGM2 pourrait maintenir des cellules plus immatures en culture, ayant donc 

davantage de potentialités, que le milieu Standard. Une étude clonale devrait donc 

rWUe menpe afin de VaYoiU V¶il V¶agiW deV mrmeV cellXleV acTXpUanW deV pUopUipWpV 

différentes du faiW dX milieX danV leTXel elleV VonW cXlWiYpeV, oX V¶il V¶agiW de cellXleV 

différentes sélectionnées par le milieu de culture. 

La CSM ne doit donc pas être considérée comme un type cellulaire bien 

défini. Étant donné la grande hétérogénéité de CSM décrites dans la littérature, il 



 

Figure 23 :  Régulations moléculaires du devenir des CSM 

 

Représentation graphique et simplifiée des hypothèses ennoncées dans la partie discussion 

du manuscrit. Les contraintes mécaniques générées par un environnement tissulaire rigide induisent 

O¶acWLYaWLRQ dX TGFȕ1 OaWeQW VpTXeVWUp daQV Oa PaWULce-e[WUaceOOXOaLUe. SXLWe j Oa fL[aWLRQ dX TGFȕ1 VXU 

son récepteur spécifique, le facteur de transduction du signal SMAD3 est phosphorylé et relocalisé 

dans le noyau des CSM. En parallèle, les contraintes mécaniques exercées par le 

PLcUReQYLURQQePeQW ceOOXOaLUe LQdXLVeQW O¶acWLYaWLRQ de Oa YRLe de VLgQaOLVaWLRQ HLSSR eW O¶acWLYLWp 

nXcOpaLUe dX facWeXU de WUaQVdXcWLRQ dX VLgQaO YAP. EQfLQ, O¶acWLYaWLRQ de Oa YRLe de VLgQaOLVaWLRQ WQW 

par la cytokine contenue dans le micro-eQYLURQQePeQW SeUPeW Oa ORcaOLVaWLRQ QXcOpaLUe de Oa ȕ-

caténine. Un dialogue positif entre ces trois voies de signalisation est décrit dans la littérature
419

. Les 

activités nucléaiUeV deV facWeXUV SMAD3, YAP eW ȕ-caWpQLQe LQdXLVeQW QRWaPPeQW O¶e[SUeVVLRQ de 

PaUTXeXUV aSSaUWeQaQW aX[ OLgQageV VML, RVWpRbOaVWLTXe eW chRQdURc\WaLUe, eW LQhLbeQW O¶e[SUeVVLRQ 

des marqueurs du lignage adipocytaire. Dans un environnement tissulaire mou, les voies de 

VLgQaOLVaWLRQ dX TGFȕ1 eW HLSSR VRQW LQacWLYeV. La YRLe de VLgQaOLVaWLRQ WQW eVW LQhLbpe SaU O¶acWLYLWp 

de DKK1, LQdXLWe SaU O¶acWLYLWp WUaQVcULSWLRQQeOOe de SOX2, eW Oa CSM V¶eQgage daQV Oe OLgQage 

adipocytaire. 

Source : Hélène Leménager, STROMALab 
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faut aXjoXUd¶hXi considérer la CSM comme un ensemble d¶idenWiWpV cellXlaiUeV 

différentes au niveau phénotypique et fonctionnel. Il est donc nécessaire de mieux 

caUacWpUiVeU l¶idenWité des différentes sous-populations de CSM, en complément des 

cUiWqUeV minimXm pnoncpV en 2006 paU l¶ISCT. L¶pWXde V\VWpmaWiTXe d¶Xn ensemble 

de facteurs quantitatifs, standardisés et ramenés à un référentiel commun 

permettra une meilleure compréhension des phénomènes biologiques observés. Le 

référentiel peuW rWUe pWabli paU, paU e[emple, la gpnpUaWion d¶Xne lignpe cellXlaiUe de 

CSM eW la miVe en place d¶Xn conVoUWiXm VXU leV mpWhodeV de cXlWXUe eW d¶anal\Ve 

de ces cellules. L¶e[pUeVVion dX MSCA1, DPP4, ICAM1, CD146, CD34, CD271 

devront systématiquement être analysées danV leV CSM d¶inWpUrW et comparées à la 

lignée de CSM de UpfpUence. De mrme, il eVW npceVVaiUe d¶pWabliU deV pUoWocoleV de 

différenciation standardisés dans les lignages mésodermiques et de quantifier le 

degré de différenciation obtenu par rapport aux CSM de référence. La comparaison 

de l¶enVemble de ceV pWXdeV paU Xne anal\Ve bioinfoUmaWiTXe j gUande pchelle 

peUmeWWUa d¶pWabliU Xne caUWogUaphie non e[haXVWiYe deV diffpUenWeV CSM. Ceci afin 

d¶idenWifieU le type de CSM le plus adapté pour chaque type de thérapie cellulaire. 

2. Régulations extracellulaires du devenir des CSM : 

Nous montrons par nos travaux que le TGFɴ1 engage les ASC vers les 

lignages ostéoblastiques, chondroblastiques eW VML, j l¶oppoVp de leXUV 

potentialités adipogéniques. Il semble donc y avoir une relation exclusive entre les 

lignages ostéoblastiques, chondroblastiques eW VML d¶Xne paUW eW le lignage 

adipoc\WaiUe d¶aXWUe paUW (voir figure 23).  

Quelles caractéristiques de ces lignages sont incompatibles avec une 

orientation vers une différenciation adipogénique ? L¶engagemenW danV le lignage 

oVWpoblaVWiTXe mqne j la foUmaWion d¶oVWpoblaVWeV, eW j la V\nWhqVe d¶Xne MEC de 

type osseuse riche en collagène de type 1 et à sa minéralisation au stade 

terminal420. L¶engagemenW danV le lignage chondroblastique est caractérisé par la 

foUmaWion de chondUoblaVWeV eW la V\nWhqVe d¶Xne MEC de W\pe caUWilagineXVe Uiche 

en fibUeV de collagqneV de W\pe 2 eW en pUoWpogl\caneV, l¶aggUpcane en majoUiWp. 

Enfin, l¶engagemenW danV le lignage VML conduit à la formation de cellules VML 

localisées dans la paroi de certains vaisseaux sanguins. Décrites comme étant 

associées à un phénotype contractile de type myofibroblastique ou synthétique de 
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MEC de type fibroblastique325, ces cellules ont ainsi de grandes capacités 

sécrétoires de MEC fibreuse421. Une MEC enrichie en fibres de collagènes est plus 

dure mécaniquemenW TX¶Xne MEC enUichie en fibUonecWine paU e[emple, dX faiW 

notamment de la structure fibrillaire et la présence de pontages entre fibres. Les 

CSM hXmaineV, peX impoUWe leXU WiVVX d¶oUigine (moelle oVVeXVe, TA oX coUdon 

ombilical), se différencient spontanément en myofibroblastes dans une culture 

contenant du sérum et sur un support rigide tel que le plastique des flacons de 

culture classiques250. De par cette adhérence au plastique, ces données expliquent 

que les ASC-EGM2, malgré les plus faibles quantités de sérum contenues dans le 

milieu de culture, expriment des marqueurs du lignage VML. Les tissus osseux et 

cartilagineux sont également rigides, respectivement 106 et 105 Pa, selon le module 

d¶plaVWiciWp de YoXng422, et soumis à des contraintes mécaniques importantes 

(compUeVVion, ciVaillemenW, plongaWion,«)423. PaU e[emple, l¶aUWicXlaWion de la 

hanche VXppoUWe Xne compUeVVion locale de 7 MPa en 0.15 VecondeV loUVTX¶Xn 

individu monte les escaliers, soiW l¶pTXiYalenW d¶enYiUon WUoiV foiV le poidV dX 

corps424. CeV conWUainWeV peXYenW indXiUe l¶e[pUeVVion de TGFɴ1425 et la synthèse 

et la maturation de la MEC426. De plus, les mouvements mécaniques de la MEC 

faYoUiVenW l¶acWiYaWion eW la libpUaWion dX TGFȕ1 « latent » en rompant son 

interaction avec la LAP427,428. Ainsi, en réponses aux contraintes biomécaniques, 

on obVeUYe Xne boXcle d¶acWiYaWion enWUe la V\nWhqVe de TGFɴ1 et de la 

pUodXcWion/maWXUaWion d¶Xne MEC, poXYanW meneU à une augmentation de la rigidité 

des tissus et à la fibrose.  

Comment la production de MEC aurait-elle un effet « anti-adipocytaire » ? Le 

TA est un tissu mou. Chez la souris par exemple le TA blanc a un module de 

YoXng d¶enYiUon 3 kPa338. Le TA brun par contre, du fait de sa composition en 

mitochondries est un peu plus rigide (environ 4.5 kPa). Il a été récemment montré 

que des ASC mises en culture sur un substrat rigide se différenciaient mieux en 

oVWpoblaVWeV, aloUV TX¶inYeUVemenW Xn VXppoUW moX faYoUiVaiW leXU diffpUenciaWion en 

adipocytes250,429. À noter que les taux de TGFɴ1 circulants sont augmentés chez 

l¶homme obqVe430, pUobablemenW dX j l¶inflammaWion chUoniTXe de baV bUXiW TXi eVW 

décrite dans cette pathologie. Ceci pourrait être une des causes qui expliquerait 

que le TA sous-cutané de personnes obèses contienne plus de fibres matricielles 

totales (échelle tissulaire) et autour des adipocytes (échelle cellulaire), pouvant 
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contribuer à la fibrose du tissu. Ces fibres sont principalement constituées de 

collagènes de type I, III et VI200. Or cette fibrose est corrélée positivement à la 

rigidité physique du tissu et à des paramètres biocliniques de mauvais pronostic431. 

PellegUinelli eW collaboUaWeXUV onW pWXdip l¶impacW deV conWUainWeV mpcaniTXeV 

retrouvées in situ dans le TA sous-cXWanp d¶obqVeV VXU leV adipoc\WeV. GUkce j Xn 

modèle de culture en trois dimensions, ils ont étudié les effets de la compression 

d¶Xn h\dUogel conWenanW deV adipoc\WeV ex vivo en comparaison avec ceux cultivés 

en présence de TA sous-cutané décellularisé de patients obèses. Dans les deux 

modèles, lorsque les adipocytes sont comprimés physiquement il y a une 

surexpression de gènes de stress du réticulum et une augmentation de la sécrétion 

de cytokines inflammatoires IL-6 et G-CSF200. Il n¶eVW donc paV pWonnanW TXe leV 

patients qui ont un TA sous-cXWanp plXV fibUeX[ eW de plXV foUWV WaX[ d¶IL-6 

ciUcXlanWe UppondenW moinV bien j la chiUXUgie baUiaWUiTXe en WeUmeV de peUWe d¶IMC 

eW d¶amplioUaWion dX pUofil lipidiTXe431. Les adipocytes comprimés sécrètent 

également du Connective Tissue Growth Factor (CTGF), facteur pro-fibrotique bien 

connX donW la V\nWhqVe eVW VWimXlpe paU l¶acWiYaWion de la Yoie TGFɴ1. Le CTGF 

peut engager les précurseurs adipocytaires vers un phénotype de type 

fibroblastique et la sécrétion de MEC200. De maniqUe inWpUeVVanWe, l¶enVemble de 

ces effets n¶eVW paV observé lorsque les adipocytes sont cultivés en présence de TA 

décellularisé issu de sujets non-obèses. Ainsi, bien que le facteur déclenchant la 

pathologie ne soit pas clairement identifié, on peut penser que les effets délétères 

de l¶obpViWp UpVXlWenW de la combinaWoiUe locale eW chUoniTXe de pUeVVionV 

mpcaniTXeV eW d¶Xn enYiUonnemenW inflammaWoiUe altérant la fonction des 

adipocytes. L¶obpViWp poXUUaiW rWUe YXe comme Xne cicaWUice peUmanente et non 

résolue, expliquant la fibrose du TA et les effets délétères du TGFɴ1 dans cette 

pathologie. De manière intéressante, des souris déficientes pour le facteur de 

transduction du signal du TGFɴ1, SMAD3, VonW pUoWpgpeV de l¶obpViWp indXiWe paU 

un régime riche en graisse. Ceci vient du browning de leur TA blanc430. Ainsi, en 

plXV d¶indXiUe la V\nWhqVe de MEC200, eW d¶inhibeU l¶adipogenqVe432, comme nous le 

confirmons ici, le TGFɴ1 inhibe la capacité du TA blanc à brunir. De plus, nous 

aYonV obVeUYp Xn plXV gUand nombUe de cellXleV UicheV en fibUeV de VWUeVV ĮSMA+ 

après différenciation adipocytaire des ASC-Standard que dans des conditions de 

culture EGM2, plus faibles en TGFɴ1 (données non montrées). Il semble donc que 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Hélène Leménager 
68 

les cellules retiennent le priming exercé par le TGFɴ1 en culture, ce qui suggère le 

paVVage d¶Xn VWade YeUUoXillp eW dpWeUminp YeUV le lignage VML. Il est donc 

primordial de caractériser les mécanismes moléculaires de ce verrou afin de 

mavWUiVeU le deYeniU deV ASC. NoV WUaYaX[ monWUenW TXe l¶XWiliVaWion d¶Xn inhibiWeXU 

pharmacologique du récepteur au TGFɴ1 permet de restaurer les potentialités de 

différenciation des ASC en adipocytes beiges. 

Pour conclure, notre étude phénotypique et fonctionnelle intégrée met en 

lXmiqUe l¶impoUWance dX TGFɴ1 dans le devenir des ASC. Nous suggérons 

également que le TGFɴ1 impacte la fonction des adipocytes du fait de son rôle pro-

fibrotique. LoUVTX¶il eVW dpUpgXlp, le TGFɴ1 eVW dplpWqUe poXU l¶oUganiVme dX faiW de 

son implication dans les processus de fibrose/cicatrisation en général, et le 

dpYeloppemenW paWhologiTXe de l¶obpViWp. Une thérapie ciblée et contrôlée visant le 

TGFɴ1 oX l¶acWiYiWp de Va Yoie de VignaliVaWion poXUUaiW V¶aYpUeU XWile danV la pUiVe 

en charge du syndrome métabolique. 

3. La transduction des signaux extracellulaires : 

Le TGFɴ1 est une cytokine extracellulaire qui régule le devenir des ASC. Or 

le deYeniU d¶Xne cellule dépend de son environnement et de sa capacité à y 

répondre. Ceci est vrai pour toutes les cellules, mais plus particulièrement vrai pour 

les cellules souches qui ont des capacités de différenciation, donc de devenir, 

étendues. La régulation des voies de transduction des signaux extracellulaires joue 

un rôle majeur dans la différenciation des CSM. Plus particulièrement, les 

contraintes mécaniques et la signalisation Wnt semblent avoir un rôle prépondérant 

dans la détermination du devenir des CSM. Par une étude de la bibliographie de 

manière intégrée mais non exhaustive, je vais ici proposer un mécanisme de 

régulation moléculaire impliqué dans les capacités de différenciation des CSM. La 

voie de signalisation Wnt débute par la fixation des molécules Wnt au récepteur 

Frizzled433. L¶acWiYaWion dX UpcepWeXU empêche la dégradation de la ɴ-caténine 

intracellulaire, alors relocalisée dans le noyau, où elle régule l¶e[pUeVVion de gqneV 

cibles. La voie Wnt est primordiale dans la détermination du devenir de la CSM 

vers le lignage ostéoblastique, aux dépends du lignage adipogénique434. La 

délétion de la ɴ-caténine dans les ostéoblastes murins in vivo induit leur conversion 

en adipocytes FABP4+435. ¬ l¶inYeUVe, l¶acWiYaWion de la Yoie WnW diminXe 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Hélène Leménager 
69 

l¶e[pUeVVion pUoWpiTXe de PPAR 2 eW C/EBPĮ436. De plus, la ɴ-caténine interagit 

directement avec la protéine YAP sous sa forme cytoplasmique phosphorylée et 

inactive437. Cette interaction favorise la localisation cytoplasmique de la ɴ-caténine 

eW l¶inhibiWion de Von acWiYiWp WUanVcUipWionnelle. YAP est un facteur de transduction 

de signaux environnementaux de type mécanique qui régule la transcription de 

gqneV cibleV en UpponVe noWammenW j l¶pWiUemenW dX c\WoVTXeleWWe438. Il est inactivé 

par phosphorylation et relocalisation dans le cytoplasme. Il a été montré que des 

CSM cultivées sur un support rigide (40 kPa) ne se différenciaient pas en 

oVWpoblaVWeV Vi l¶e[pUeVVion pUoWpiTXe de YAP pWaiW inhibpe paU deV ViRNA 

spécifiques. La différenciation adipocytaire de ces CSM dépourvues de YAP atteint 

le même niveau que des CSM cultivées sur substrat mou (1 kPa). Enfin, la 

surexpression de la forme nucléaire de YAP (non phosphorylée) dans les CSM 

cultivées sur substrat mou permet de retrouver leurs capacités de différenciation en 

ostéoblastes. Ces travaux monWUenW TXe l¶acWiYiWp anWi-adipogpniTXe d¶Xn 

environnement mécanique dur peut-être levée par suppression du message de 

transduction du signal YAP et induction vers le lignage de reprogrammation, ici 

l¶adipogenqVe. PaU ailleXUV, la diminXWion de l¶e[pUeVVion pUoWpiTXe de YAP diminXe 

l¶accXmXlaWion nXclpaiUe de SMAD in vivo, et diminue la quantité de protéine 

SMAD2/3, même sous stimulation au TGFɴ1439. La ɴ-caténine, YAP et la 

signalisation du TGFɴ1 VemblenW donc joXeU Xn U{le concomiWanW danV l¶oUienWaWion 

des CSM vers le lignage ostéoblastique en réponse à un environnement physique 

(mécanique) et chimique (molécules de signalisation).  

Il a été montré que la protéine SOX2 régulait négativement la voie Wnt à 

plXVieXUV niYeaX[. L¶acWiYiWp gpnomiTXe de SOX2 indXiW la transcription de DKK1, 

inhibiteur connu du récepteur Lrp6 de la voie Wnt409. L¶inWeUacWion diUecWe de SOX2 

dans sa partie C-terminale avec la ɴ-caWpnine inhibe l¶acWiYiWp WUanVcUipWionnelle de 

cette dernière440. Enfin, SOX2 eVW localiVp aX niYeaX deV pUomoWeXUV d¶inhibiWeXUV 

de la Yoie WnW WelV TX¶ Adenomatous Polyposis Coli et Glycogen Synthase Kinase 

3ȕ440. De ceWWe maniqUe, SOX2 faYoUiVe l¶adipogenqVe deV CSM. De manière 

intéressante, nos travaux montrent que les adipocytes surexpriment SOX2 par 

rapport aux CSM. De plus, nous révélons une forte localisation cytoplasmique de 

SOX2 dans les adipocytes. 
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4. Rôle de SOX2 dans les adipocytes : 

SOX2 est associé au maintien de la pluripotence des cellules souches et à 

leXUV capaciWpV d¶aXWo-renouvellement. Il est exprimé par de nombreuses cellules 

immatures telles que les cellules souches épithéliales403, les progéniteurs 

neuraux441, les cellules souches cancéreuses442, etc. Il est également utilisé lors 

des processus de reprogrammation cellulaire afin de transformer une cellule mature 

en cellule pluripotente induite iPS376. AinVi, l¶e[pUeVVion de SOX2 eVW aVVocipe j Xn 

phénotype de cellules très immatures. Il est donc étonnant de le trouver surexprimé 

dans des adipocytes, qui sont les cellules matures du lignage adipocytaire. On peut 

donc Ve demandeU Vi, compaUaWiYemenW j d¶aXWUeV lignageV, la diffpUenciaWion 

adipocytaire ne serait pas une différenciation immature. Compte tenu des différents 

phénotypes décrits des adipocytes, il est évident que ces cellules sont plastiques et 

démontrent certaines potentialités. Peut-être donc que les adipocytes gardent un 

ceUWain degUp d¶immaWXUiWp paU UappoUW j d¶autres types cellulaires matures. Ceci 

afin de faire face aux variations environnementales, notamment énergétiques ou 

thermiques. 

Quel est le rôle de la protéine SOX2 dans les adipocytes ? SOX2 est décrit 

danV d¶aXWUeV W\peV cellXlaiUeV comme facWeXU de WUanVcUipWion eW en WanW TXe 

facteur pionnier. Il a été préalablement décrit grâce à un Chromatin 

Immunoprecipitation assay (ChIP) eW Xn WeVW d¶e[pUeVVion de la lXcifpUaVe TXe la 

protéine SOX2 se fixait sur le promoteur de DKK1 et induisait sa transcription409. La 

peUWe d¶e[pUeVVion de la pUoWpine SOX2 danV deV CSM dérivées de sang de cordon 

ombilical humain par transfection avec un shRNA spécifique, abroge la capacité de 

ces cellules à donner des adipocytes in vitro. OU, l¶e[pUeVVion ecWopiTXe de DKK1 

dans ces CSM restaure leur capacité de différenciation en adipocytes, comme 

dpmonWUp paU l¶aXgmenWaWion de l¶e[pUeVVion pUoWpiTXe de PPAR  et C/EBPɴ ainsi 

TXe l¶aXgmenWaWion dX maUTXage Oil Red O. Il semblerait donc que SOX2 joue le 

rôle de facteur de transcription activateur de la transcription de DKK1 au cours de 

l¶adipogenqVe. LeV mrmeV UpVXlWaWV onW pWp obWenXV poXU la cible de SOX2 YAP1 

dans des progéniteurs ostéogéniques chez la souris410. De plus, une analyse in 

silico a UpYplp de nombUeX[ ViWeV d¶inWeUacWion de la pUoWpine SOX2 danV leV 

promoteurs proximaux de PPAR 2, UCP1 eW PGC1Į che] l¶hXmain (donnpeV non 
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monWUpeV). D¶aXWUe paUW, SOX2 est connu pour son rôle en tant que facteur pionnier, 

notamment dans les processus de reprogrammation cellulaire. Une analyse 

d¶imageV en WempV Upel j l¶pchelle de la cellXle XniTXe monWUe TXe SOX2 eVW le 

premier facteur à se fixer au niveau de la chromatine des gènes parmi les quatre 

facteurs de reprogrammation OCT4 (O), SOX2 (S), KLF4 (K) et c-MYC (M) 

[OSKM]397. La protéine scannerait alors la chromatine par glissements et 

VaXWillemenWV le long de l¶ADN plXW{W TXe paU deV VaXWV en WUoiV dimenVionV (enWUe 

des chromosomes ou des régions de chromosomes différents). Son partenaire 

OCT4 facilite son interaction avec le nucléosome363. La fixation de SOX2 au niveau 

dX nXclpoVome V¶accompagne d¶Xne WoUVion confoUmaWionnelle de ce deUnieU. Une 

analyse par microarrays a révélé que 90% des gènes silencieux ciblés par OSKM 

répondaient au niveau transcriptionnel dans les 48h suivant la fixation de ces 

facteurs au niveau des enhancers364. Pour la question du rôle de la protéine SOX2 

dans la différenciation adipocytaire, et la conversion en adipocytes beiges, il serait 

donc nécessaire de déterminer le rôle de SOX2 en tant que facteur de transcription 

ou en tant que facteur pionnier dans les adipocytes.  

Un ChIP-qPCR et un essai luciférase permettront de montrer le rôle de 

SOX2 en tant que facteur de transcription de cibles particulières. Cette analyse 

pourra être réalisée lors de la conversion des adipocytes beiges in vivo (avant et 

après exposition des souris au froid) et in vitro (avant et après traitement à la 

rosiglitazone des adipocytes blancs dérivés de cellules hMADs). Concernant son 

rôle en tant que facteur pionnier, une étude croisée entre un ChIP-sequencing 

dirigé contre SOX2 et un Assay for Transposase-Accessible Chromatin with 

highthroughput sequencing permettra de corréler la localisation génomique de 

SOX2 j l¶oXYeUWXUe de la chUomaWine. CeWWe appUoche combinpe a pWp iniWipe eW deV 

échantillons biologiques ont été recueillis, mais l¶pWXde n¶a paV pX aboXWiU faXWe de 

budget, le laboratoire ne maitrisant pas la technologie elle devait être sous-traitée. 

De plus, lors du processus de reprogrammation cellulaire, SOX2 est retrouvé 

au niveau des régions enhancers de la chromatine de manière précoce, tandis que 

sa localisation au niveau des promoteurs est augmentée dans les étapes tardives, 

en interaction avec KLF4 et c-MYC364,380. Il ne faut donc pas exclure la possibilité 

que SOX2 joue le double rôle facteur de transcription et de facteur pionnier, en 

foncWion dX WempV d¶e[poViWion deV VoXUiV aX fUoid, oX Velon le W\pe de TA conceUnp.  
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Enfin, ces études devront être complétées par des expériences de perte et 

gain de foncWion. ToXW d¶aboUd, Xne e[ppUience gain de foncWion eVW npceVVaiUe poXU 

confirmer le lien direct entre SOX2 et le phénotype beige/brun des adipocytes. Des 

vecteurs lentiviraux MS2 ont été mis au point par un collaborateur du 

laboratoireA,443. Il V¶agiW d¶Xn YecWeXU lenWiYiUal de WUanVfeUW d¶ARNm, non inWpgUaWif eW 

non réplicatif, TXi a dpmonWUp Xne gUande efficaciWp eW UapidiWp d¶effeW in vitro et in 

vivo. L¶XWiliVaWion de ce V\VWqme peUmeWWUaiW Xne VXUe[pUeVVion de SOX2 in vitro et 

in vivo. Une collaboUaWion en ce VenV a pWp engagpe. L¶ajoXW de SOX2 UecombinanW 

ou de vecteurs lentiviraux de type MS2 surexprimant SOX2 dans les adipocytes 

blancs in vitro, et/ou par injection intra-tissulaire in vivo, sera-t-elle suffisante pour 

induire une conversion des adipocytes blancs en adipocytes beiges ? Ou 

augmentera-t-elle la capacité de conversion des adipocytes blancs en adipocytes 

beiges en réponse à une exposition au froid in vivo chez la souris ou une 

stimulation ɴ3-adrénergique de type CL316,243 ou forskoline in vitro che] l¶hXmain 

? ¬ l¶inYeUVe, Xne e[ppUience peUWe de foncWion de W\pe ViRNA oX VhRNA VeUaiW 

difficile j UpaliVeU caU l¶ARNm de SOX2 ne YaUie paV loUV de l¶obWenWion d¶adipoc\WeV 

beiges in vivo et in vitro (donnpeV non monWUpeV). De plXV, l¶ARNm de SOX2 n¶eVW 

pas détecté par RT-qPCR dans des ASC humaines (données non montrées). Il a 

récemment été développé un inhibiteur synthétique de la fonctionnalité de SOX2 

par compétition avec son site de liaiVon VXU l¶ADN, le p\UUoleimida]ole pol\amide 

S2 (PIPS2). AinVi, l¶XWiliVaWion dX PIPS2 eVW j enYiVageU danV le cadUe d¶Xne pWXde 

in vitro che] l¶hXmain aYec leV hMADV444. Il serait alors intéressant de savoir si 

inhibeU la liaiVon de SOX2 VXU l¶ADN emprcheUa la conYeUVion deV adipoc\WeV 

blancs en beiges ou leur obtention à partir des progéniteurs par le processus de 

diffpUenciaWion. De plXV, l¶impacW VXU l¶acWiYiWp dX TA brun chez la souris devra 

également être étudié. Enfin, une analyse par immunoprécipitation de protéines 

aVVocipeV j SOX2 peUmeWWUaiW d¶pWXdieU l¶implicaWion de Von paUWenaiUe OCT4 danV 

son rôle en tant que facteur de transcription ou pionnier dans les processus 

biologiques discutés ici. Cette étude, si elle est couplée à de la spectrométrie de 

maVVe, peUmeWWUaiW d¶idenWifieU leV facWeXUV en inWeUacWion aYec SOX2 impliTXpV danV 

ces processus. 

                                                           
A
 Ils sont actuellement commercialisés par une entreprise. 
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QX¶il joXe le U{le de facWeXU de WUanVcUipWion oX pionnieU, il VeUaiW inWpUeVVanW 

de déterminer les cibles de SOX2. Nous montrons ici par une étude cinétique au 

cours de la différenciation adipocytaire que SOX2 est détecté dans les ASC et les 

hMADV j l¶inVtant où des gouttelettes sont visibles par microscopie dans les 

cellules. Si la nature lipidique des gouttelettes est confirmée par un marquage à 

l¶Oil Red O ou au Nile Red, on pourra supposer que SOX2 est lié à la modification 

du métabolisme des lipides. Cette hypothèse expliquerait le maintien de son 

expression dans les adipocytes matures observé in vitro et in vivo. Cependant, 

cette hypothèse est réfutée du fait que SOX2 soit sous-exprimé dans le TA blanc 

épididymaire par rapport au TA inguinal et au TA brun. En effet, le TA blanc 

ppidid\maiUe eVW compoVp d¶adipoc\WeV blancV XnilocXlaiUeV TXi aVVXUenW la geVWion 

des acides gras, au même titre que les autres TA, tel que le TA blanc inguinal.  

D¶aXWUe paUW, leV adipoc\WeV bUXnV eW beigeV VonW enUichiV en mitochondries 

paU UappoUW aX[ adipoc\WeV blancV. Il a pWp monWUp TXe l¶e[pUeVVion d¶UCP1 pWaiW 

couplée à la mitochondriogenèse et au turn-over mitochondrial dans le TA brun de 

souris exposées au froid445. NoV UpVXlWaWV che] la VoXUiV monWUenW TXe l¶e[pUeVVion 

de SOX2 est en amonW de celle d¶UCP1 dans le TA inguinal en réponse au froid. 

CeV UpVXlWaWV VXppoUWenW l¶implicaWion de SOX2 danV la miWochondUiogenqVe. 

Cependant, noXV monWUonV TXe l¶e[pUeVVion d¶UCP1 danV le TA bUXn eVW 

concomitante à celle de SOX2, même si une analyse cinétique plus stringeante lors 

des premières 24h de mise au froid des souris reste nécessaire. Che] l¶hXmain, 

noXV monWUonV TXe l¶enVemble deV comple[eV de la chavne UeVpiUaWoiUe 

mitochondriale sont surexprimés après différenciation adipocytaire des ASC. Nos 

UpVXlWaWV monWUenW pgalemenW l¶aXgmenWaWion dX nombUe de miWochondUieV danV leV 

adipocytes issus de la différenciation des ASC. Ainsi, SOX2 pourrait être lié au 

processus de mitochondriogenèse. Une analyse in silico a révélé la présence de 

ViWeV de fi[aWion de SOX2 danV le pUomoWeXU dX gqne PGC1Į, facWeXU mavWUe de la 

mitochondriogenèse (données non montrées). La UpaliVaWion d¶Xn ChIP-qPCR 

VppcifiTXe peUmeWWUa de dpWeUmineU Vi PGC1Į eVW Xne cible gpnomiTXe de SOX2. 

Par ailleurs, une analyse préliminaire du réseau mitochondrial a été réalisée 

in vitro sur des ASC humaines induites en différenciation adipocytaire (données 

non monWUpeV). Bien TXe l¶e[ppUience npceVViWe d¶rWUe UepUodXiWe, l¶anal\Ve 

phénotypique du mitotraker MTC02 par immunofluorescence ne permet pas 
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d¶pWabliU de lien enWUe la pUpVence nXclpaiUe de SOX2 VppcifiTXemenW UeWUoXYpe 

dans quelques cellules et la mitochondriogenèse. En effet, alors que le marquage 

du mitotraker était identique entre deux cellules YoiVineV, l¶Xne monWUaiW Xne 

localisation majoritairement nucléaire de SOX2, alors que SOX2 était 

majoritairement localisé dans le cytoplasme de la cellule voisine (données non 

monWUpeV). L¶h\poWhqVe pWaiW TXe SOX2 acWiYe la WUanVcUipWion deV gqneV de la 

miWochondUiogenqVe, eW confpUeUaiW pgalemenW j la cellXle la capaciWp d¶e[pUimeU 

d¶UCP1. La pUpVence nXclpaiUe de SOX2 aXUaiW aloUV maUTXp leV pUp-adipocytes 

beiges. Ces expériences devront être reproduites et les investigations poursuivies. 

De plus, alors TX¶il eVW claVViTXemenW dpcUiW paU imageUie comme a\anW Xne 

localisation nucléaire, nous mettons en évidence un marquage important et diffus 

de SOX2 dans le cytoplasme des cellules in vitro et in vivo. Le marquage 

cytoplasmique versus nucléaire de SOX2 que nous observons in vitro et in vivo 

devra être confirmé par fractionnement subcellulaire et Western Blotting. Nos 

résultats par immunofluorescence montrent que SOX2 est majoritairement localisé 

dans de gUoV no\aX[ UondV che] la VoXUiV (YoiU figXUeV) eW che] l¶hXmain (donnpeV 

non montrées). Dans ces noyaux, SOX2 ne semble pas co-localiser avec des foci 

de DAPI TXi poXUUaiW coUUeVpondUe j de l¶hpWpUochUomaWine. Une pWXde deYUa rWUe 

menée afin de savoir quel type cellulaire est concerné par ce marquage. Il pourrait 

V¶agiU d¶adipoc\WeV maWXUeV en phaVe G0, oX de cellXleV en pUolifpUaWion. Nos 

résultats révèlent un fort marquage cytoplasmique de SOX2 dans les adipocytes. 

Nous sommes les premiers à décrire ceci. ConnaiVVanW l¶inWeUacWion de YAP VoXV 

sa forme cytoplasmique avec la ȕ-caténine437, eW l¶effeW pUo-adipocytaire de cette 

inWeUacWion, on peXW VXppoVeU TX¶Xn mpcaniVme VimilaiUe e[iVWe poXU SOX2. En 

effet, bien que la localisation intracellulaire de SOX2 et de la ȕ-caWpnine n¶aienW paV 

été identifiés dans les ostéoblastes, l¶inWeUacWion diUecWe de SOX2 danV Va paUWie C-

terminale avec la ɴ-caWpnine inhibe l¶acWiYiWp WUanVcUipWionnelle pro-ostéoblastique de 

cette dernière440. Au sein des adipocytes, SOX2 pourrait ainsi être modifié post-

traductionnellement (nous y reviendrons plus loin), ce qui favoriserait sa 

relocalisation cytoplasmique et la séquestration de la ȕ-caténine dans le 

c\WoplaVme deV cellXleV, poXU mainWeniU l¶idenWiWp adipoc\WaiUe. Il eVW donc poVVible 

que le U{le de SOX2 danV leV adipoc\WeV ne V¶e[pliTXe paV paU Xne foncWion aX 

niveau nucléaire. 
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Enfin, il a pWp dpcUiW paU WUacking d¶adipoc\WeV in vivo che] la VoXUiV, TX¶Xn 

pool d¶adipoc\WeV dX TA ingXinal V¶inWeU-convertissent entre un phénotype beige 

exprimanW UCP1 eW Xn phpnoW\pe blanc en foncWion deV VWimXli de l¶oUganiVme eW 

des conditions de température environnementales104. Lors de ces variations, les 

cellules gardent une mémoire épigénétique de leur conversion, notamment par des 

maUTXeV d¶hiVWone de W\pe H3K4me19. LoUV d¶Xne Upe[poViWion deV animaX[ aX 

froid, les gènes du programme thermogénique sont plus fortement induits que chez 

leV VoXUiV TXi n¶onW paV pWp pUpalablemenW e[poVpeV aX fUoid. Cette mémoire 

augmente la capacité des animaux à maintenir leur homéothermie (+7°C après 4h 

d¶e[poViWion j 4�C)9. Dans cette étude, les auteurs proposent le récepteur aux 

glucocorticoïdes et le facteur de transcription Zfp423 comme induisant la 

reprogrammaWion diUecWe deV adipoc\WeV beigeV en blancV loUV d¶Xne Upe[poViWion j 

WheUmoneXWUaliWp (30�C). LoUV de ceWWe UepUogUammaWion, leV cellXleV paVVenW d¶Xn 

profil épigénétique à un autre. Aussi, si SOX2 joue le rôle de facteur pionnier dans 

l¶adipoc\We, peut-rWUe TXe Va foncWion VeUaiW lipe j l¶ppigpnpWiTXe eW la mpmoiUe de 

cette marque et conditionnerait le phénotype plastique. Aussi, on peut se poser la 

question suivante : Vi Xn Wel mpcaniVme de plaVWiciWp eVW dpmonWUp danV l¶adipoc\We, 

SOX2 pourrait-il conWUibXeU j la plaVWiciWp d¶aXWUeV W\peV cellXlaiUeV ? 

Cependant, considérer SOX2 comme la molécule de la plasticité reviendrait 

à montrer la nécessité de sa fonction danV d¶aXWUeV pUoceVVXV de plaVWiciWp 

cellulaire. Par exemple, une étude devra être menée en ce sens lors du shift des 

cellules VML entre un phénotype synthétique et contractile. Les cellules de 

Schwann sont également des cellules plastiques. Elles existent dans un phénotype 

myélinisant autour des fibres nerveuses de gros diamètre telles que les 

motoneurones ou certaines fibres sensorielles. Elles contribuent ainsi à la 

pUopagaWion dX poWenWiel d¶acWion. LeV cellXleV de SchZann e[iVWenW pgalemenW 

dans un phénotype non-myélinisant, entourant les axones de petit diamètre446. 

Elles participent alors en outre à la transmission synaptique du messager nerveux. 

Suite à une blessure tissulaire, il a été montré un processus de transdifférenciation 

d¶une cellule de Schwann myélinisante à une cellule de Schwann non 

myélinisante447. Il V¶agiUaiW d¶Xne dp-diffpUenciaWion pXiV d¶Xne Ue-différenciation. 

Cependant, SOX2 ne serait pas impliqué dans ce pUoceVVXV, bien TX¶il VoiW 

fortement exprimé par le précurseur immature eW TX¶il inhibe la m\pliniVaWion deV 
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cellules de Schwann in vivo chez la souris 448. Des études plus poussées devront 

rWUe menpeV afin de dpWeUmineU l¶impoUWance de SOX2 danV leV pUoceVVXV de 

plasticité cellulaire. 

Pour finir, nos résultats par western blot de SOX2 révèlent une bande à 31 

kDa qui diminue lors de la différenciation adipocytaire des ASC humaines et des 

hMADs in vitro. Il semble y avoir un passage de relais entre cette forme à 31 kDa 

avec la forme communément rapportée dans la littérature de SOX2 (34 kDa). Ces 

résultats ont été confirmés sur les ASC avec un autre anticorps (données non 

montrées). Toutefois, une expérience de compétition avec du SOX2 recombinant 

devra être réalisée afin de confirmer la spécificité du signal observé. À noter que 

SOX2 eVW Xne pUoWpine TXi faiW l¶objeW de plXVieXUV W\peV de UpgXlaWionV aX niYeaX 

post-traductionnel. PaU e[emple, l¶acpW\laWion de la l\Vine 73 aXgmenWe Von e[poUW 

nucléaire et inhibe sa fonction nucléaire392. De plus, la méthylation de sa lysine 119 

par Set7 induit l¶XbiTXiWinaWion de SOX2 eW Va dpgUadaWion paU le pUoWpaVome, 

facilitant la différenciation des cellules ES vers un lignage de type ectodermique388. 

¬ l¶inYeUVe, la phosphorylation de SOX2 par AKT1 sur sa tyrosine 118 augmente sa 

VWabiliWp eW l¶aXWo-renouvellement des cellules ES murines386. Comme cela a été 

montré par immunofluorescence et protéines marquées, K119Met et T118Phospho 

sont mutuellement exclusives, ce qui contribue à réguler le devenir des cellules 

ES388. Les modifications post-traductionnelles de SOX2 sont nombreuses et ne 

seront pas cataloguées ici. Mais une recherche complémentaire est nécessaire afin 

de déterminer quel type de modification post-traductionnelle peut générer cette 

différence de 3 kDa. Cependant, le poids moléculaire apparent classiquement 

rapporté de SOX2 dans la littérature est 34 kDa. On peut donc suggérer un 

pUoceVVXV diffpUenW, c¶eVW-à-diUe TXe SOX2 VeUaiW WUonTXpe d¶enYiUon 27 acideV 

aminés dans les ASC et hMADs par rapport aux adipocytes. Des formes tronquées 

de SOX2 ont été décrites au cours du développement neural chez la souris387, mais 

nos résultats ne correspondent pas à ceux observés dans cette étude. De plus, les 

anticorps utilisés dans notre étude ciblent tous deux la partie C-terminale de la 

protéine. Un séquençage protéique pourrait être réalisé afin de confirmer cette 

hypothqVe. Si Wel eVW le caV, il VeUaiW npceVVaiUe d¶idenWifieU l¶en]\me UeVponVable de 

ce cliYage. ¬ noWeU TXe SOX2 poVVqde Xn ViWe de liaiVon j l¶ADN, ainVi TXe deV 

VpTXenceV d¶impoUW eW d¶e[poUW nXclpaiUe (NLS eW NES UeVpecWiYemenW). CeWWe 
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modification, si elle est confirmée, pourrait jouer un rôle sur la localisation nucléaire 

versus cytoplasmique de SOX2, sa demi-vie ou son interaction avec des 

partenaires protéiques ou nucléiques. Comme nous en avons discuté plus haut, 

une interaction cytoplasmique avec la ɴ-caténine est suggérée dans la régulation 

du devenir des ASC loUV de l¶adipogenqVe. 

5. Maîtriser le devenir des CSM : 

L¶enVemble de noV WUaYaX[ monWUe commenW le deYeniU deV cellXleV eVW 

UpgXlp paU l¶enYiUonnemenW e[WUacellXlaiUe eW les molécules de signalisation 

intracellulaires. Contrôler le devenir des cellules ouvre de nouvelles perspectives 

en thérapie cellulaire et bioingénierie. Les CSM représentent un grand espoir en 

médecine régénérative du fait de leurs nombreuses fonctions, notamment leurs 

potentialiWpV de diffpUenciaWion. DanV le cadUe d¶Xne WhpUapie de UeconVWUXcWion 

osseuse par exemple, il faudrait pUiYilpgieU l¶XWiliVaWion de BM-MSCs cultivées sur 

support rigide bio-compatible et contrôler le devenir des cellules in vivo. Ce contrôle 

poXUUa V¶exercer par exemple par la mise au point de biomatériaux permettant la 

libération contrôlée de TGFȕ1 et BMP in situ. ¬ l¶inYeUVe, l¶obWenWion d¶adipoc\WeV 

beigeV eW bUXnV conWUe leV maladieV aVVocipeV j l¶obpViWp paVVeUa paU l¶XWiliVaWion 

d¶h\dUogelV bio-compaWibleV eW l¶indXcWion dX pUogUamme adipogpniTXe en ciblanW 

notamment PPAR  eW C/EBPĮ/ɴ. De plus, si la fonction de SOX2 dans les 

adipocytes est identifiée, l¶indXcWion eW le conWU{le de cette protéine pourrait être 

intéressante. Enfin, il est impoUWanW pgalemenW d¶inhibeU les voies de signalisation 

Wnt, TGFȕ1 et YAP.  

NoV WUaYaX[ monWUenW l¶impacW dX VpUXm de cXlWXUe VXU la biologie deV ASC. 

Le sérum est un additif courant dans les milieux de culture destinés à la recherche. 

CependanW, l¶oUigine boYine dX VpUXm n¶eVW paV compaWible aYec Xne XWiliVaWion 

cliniTXe. AXVVi, aXjoXUd¶hXi leV CSM deVWinpeV j de la WhpUapie VonW amplifipeV danV 

du milieu contenant du lysat plaquettaire humain. Nous montrons que le TGFɴ1 

contenu dans le sérum a un rôle majeur sur la détermination des ASC vers un 

phpnoW\pe d¶oVWpoblaVWe, chondUoblaVWe eW cellXle VML. Il eVW donc impoUWanW de 

déterminer les taux de TGFɴ1 contenus dans le lysat plaquettaire utilisé en 

clinique. Aussi, avons-nous caractérisé les ASC et BM-MSCs primaires humaines 

après culture dans un milieu contenant du lysat plaquettaire, en comparaison avec 
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leXUV homologXeV cXlWiYpV en milieX SWandaUd (conWenanW dX VpUXm de YeaX f°Wal), 

ou en milieu EGM2 (données non montrées). Les résultats obtenus montrent que 

les cellules cultivées en lysat plaquettaire ont un phénotype plus proche des 

cellules maintenues en milieu Standard, que celles cultivées en conditions EGM2 

(résultats non montrés). Cependant, une forte variabilité de nos résultats était 

fonction du donneXU de l\VaW plaTXeWWaiUe. NoXV n¶aYonV paV pWXdip leV 

concentrations de TGFȕ1 dans ces conditions, mais une étude en ce sens devra 

être menée. 

L¶enjeX de la bio-ingénierie et des thérapies cellulaires est de contrôler dans 

l¶eVpace eW danV le WempV le deYeniU deV CSM in vivo. 
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Human adipose stromal-vascular 
fraction self-organizes to form 

cultures
Sandra Muller , Isabelle Ader , Justine C , Hélène Leménager , Pauline Achard , 

Louis Casteilla , Luc Sensebé , Audrey Carrière  & Frédéric 

Native human subcutaneous adipose tissue (AT) is well organized into unilocular adipocytes 

interspersed within dense vascularization. This structure is completely lost under standard culture 

human white AT reminiscent of the cellular architecture found in vivo. Starting with adipose progenitors 

derived from the stromal-vascular fraction of human subcutaneous white AT, we generated spheroids 

in which endogenous endothelial cells self-assembled to form highly organized endothelial networks 

cells, we obtained densely vascularized spheroids containing mature adipocytes with unilocular lipid 

vacuoles. In vivo

forming chimeric vessels. In addition, adipocytes of human origin were still observed in transplanted 

mice. We therefore have developed an in vitro model of vascularized human AT-like organoids that 

3-D type cultures have sparked great interest in basic research labs and for translational science. !is interest is 
probably due to the limitations of 2-D cultures with conditions very different from native (in vivo) tissues, which 
may lead to untransferable results to in vivo situations1. Regarding native tissues, all cells reside within a 3-D 
complex environment composed of a large number of extracellular matrix molecules and are dispersed geometri-
cally in 3-D space in the correct place. !is situation offers biophysical interactions that induce specific biological 
responses2. Overall, these structures build up to give rise to functional organs.

2-D culture systems provide relevant models for research studies but are too simplistic and do not mimic the 
composition and spatial structures found in vivo. !erefore, labs have begun to develop 3-D culture types for 
many epithelial and non-epithelial tissues to resume the native tissue function, its cellular heterogeneity as well 
as the formation of specific niches where 3-D architectures are crucial1,3,4. Adipose tissue (AT) has a crucial role 
in the maintenance of whole body metabolic homeostasis5 and attempts to culture adipocytes in 3-D have been 
described6–9.

Human white AT is highly vascularized, and its vasculature is essential for functioning. Indeed10, each adipo-
cyte is in close contact with nearby endothelial cells (ECs). !is contact allows for the blood flow to fetch nutri-
ents, oxygen, growth factors, hormones, cytokines (e.g., adipokines) and other cells (e.g., immune cells) required 
for AT homeostasis. ECs also constitute a niche for adipocyte progenitors (APs) because of their perivascular/
endothelial origins11–14. !e crucial role of vascularization is also true for the biology of beige APs15 and for trans-
differentiation of some “white” adipocytes into beige adipocytes. !ese latter express the uncoupling protein-1 
(UCP1) following noradrenergic stress, and assume a role in non-shivering thermogenesis, as classical brown adi-
pocytes present in brown AT5,16,17. In addition, direct observations in human samples or the use of lineage-tracing 
technologies in mouse models showed that during development and AT expansion in adults, angiogenesis and 
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adipogenesis are concomitant or interdependent, and adipocytes as well as APs regulate angiogenesis by cell–
cell contact and the production of cytokines11,15,18–20. Hence, vascularisation is a crucial parameter to take into 
account in generating a functional model as close as possible to the native one.

Generating vascularized AT transplants also offers an additional advantage for engra%ment purposes. With 
lack of vascularization, gra%s of tissues produced ex vivo o%en lead to short-term integration and morbidity of the 
donor site, along with hypoxia and cell death21,22. In contrast, engineered pre-vascularized tissues accelerate the 
connection with the in situ vessels and support their survival and functionality23. Some previous studies aimed 
at engineering a vascularized AT in vitro. !e strategy usually consisted of generating adipocytes from APs, then 
adding ECs onto adipocytes6,9,24–27. However, this method does not recapitulate AT development because ECs 
and adipocytes are usually obtained from diverse biological sources and sometimes different organisms, which 
precludes the use of these engineered tissues for autologous gra%s.

To counteract these problems, we aimed to produce an adipose structure by using the stromal-vascular frac-
tion (SVF) of AT as a source of APs and endogenous ECs. According to the results obtained from different in 
vitro conditions, we opted for a unique medium as a main condition to culture the SVF in 3-D, a medium similar 
to that used for the culture of ECs and perivascular cells but also for APs15,28,29. We then assessed the ability of 
APs to form small spheroid-like structures with AT characteristics and functions. To maintain the adipose vas-
cular network, we needed to develop an adipogenic milieu preventing the loss of ECs.We considered the good 
self-organized vessels and unilocular adipocytes obtained in our 3-D biological structures as AT organoids. In 
addition, these AT organoids were engra%ed efficiently into nude mice by connecting their vascularization with 
those of the host. Our new experimental model of human AT organoids represents an invaluable tool for ex vivo 
studies mimicking in vivo conditions.

Results

Given the importance of vessels in AT, we aimed to develop culture conditions allowing to preserve 
endogenous ECs along with APs. We adjusted these experimental conditions in 2-D before testing them in 3-D. 
!us, a%er seeding human SVF in specific medium that allowed for expanding both APs and ECs as demon-
strated previously by Min et al. (EGM215), we analyzed endothelial networks and compared them with standard 
culture (αMEM with 10% FCS) currently used as reference for mesenchymal stem cells cultures30. As demon-
strated by CD31 staining, vascular networks were longer and more highly branched with EGM2 than stand-
ard culture (Fig. 1). In addition, endothelial networks derived from EGM2 were lined by perivascular vascular 
smooth muscle cells strongly expressing the αSMA isoform (Fig. 1A). Some endothelial organizations resembled 
tubes (Supplementary Fig. S1) that were never observed under standard culture conditions. !erefore, EGM2 
offered better conditions for obtaining ECs, which could self-organize into capillary-like structures.

We then assessed the adipocyte differentiation ability of APs present in these cultures by replacing the EGM2 
medium by αMEM-2% FCS supplemented with different adipogenic molecules. A%er testing several combina-
tions, the standard cocktail (mainly consisting peroxisome proliferator-activated receptor γ2 [PPARγ2] agonist 
rosiglitazone, 3-isobutyl-1-methylxanthine [IBMX], insulin, dexamethasone and indomethacin) was the most 
efficient to induce the differentiation of APs into mature adipocytes, as demonstrated by the presence of numerous 
lipid droplets (Supplementary Fig. S2) and by the expression of adipocyte markers (PPARγ2, lipoprotein lipase 
[LPL] and adipocyte lipid-binding protein [AP2], Supplementary Fig. 2). However, this standard cocktail con-
dition was strongly detrimental for ECs because the endothelial networks disappeared (Supplementary Fig. S2). 
!erefore, we developed a more physiological adipogenic cocktail compatible with ECs. Besides apotransferin 
and insulin, which are present in classical differentiation medium, we added BMP7, a cytokine that promotes 
brown/beige adipogenesis in vivo and in vitro31,32. In addition to these molecules, we added free fatty acids (here-
a%er named intralipids), which can elicit both de novo synthesis and internalisation of fatty acids within adipo-
cytes, thus mimicking the physiological situation. !is new adipogenic cocktail led to the preservation of ECs 
and the formation of lipid droplets as well as increased expression of adipocyte markers (Supplementary Fig. S2), 
although to a lesser extent than with standard cocktail.

Generation and characterization of vascularized adipose spheroids. We then asked whether fea-
tures observed in 2D culture conditions could be preserved or improved in spheroids. Cells from SVF were cul-
tured in EGM2 in ULA plastic (avoiding their adhesion on the plastic culture flasks) and with stirring (Fig. 2A). 
A%er 5 days of culture, small and dispersed cellular aggregates formed in the wells. Pipetting the medium helped 
with the formation of a unique spheroid per well (Fig. 2B). Six days a%er seeding, spheroids were incorporated 
into matrigel droplets and cultured further for 4 days under stirring, which allowed for sprouting (Fig. 2C). 
Although stirring contributed to improving the diffusion of nutrients and oxygen within the spheroid, the 
matrigel step was necessary to prevent spheroid condensation and the formation of a necrotic core (Fig. 2D).

At this step of the culture process, we checked the identity and localization of the different types of cells con-
stituting spheroids, particularly ECs. CD31-expressing ECs were able to self-assemble into a dense and highly 
organized vascular network spanning the spheroid (Fig. 3A,B). Remarkably, tubular structures containing lumen 
were formed by ECs (Fig. 3C) and closely resembled the morphology of blood vessels found in vivo. Moreover, 
αSMA-positive perivascular cells (Fig. 3J) and expression of the extracellular matrix protein collagen IV of basal 
lamina were found along the vessels, thus completing their structural organization (Fig. 3G–I).

To test whether our culture conditions maintained the phenotype of native APs, we checked the expression 
of CD34, a protein known to typify APs in vivo but whose expression is greatly decreased in 2-D culture33. To 
distinguish APs from ECs, which also express CD34, spheroids were co-labeled with CD31. Although some cells 
did not have CD34 staining, a fraction of cells negative for CD31 still expressed CD34 a%er 4 days in matrigel 
(Fig. 3D–F), which indicates a preserved population of APs inside the spheroids. !erefore, spheroids generated 
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by SVF under our 3-D conditions were well vascularized with fully formed vessels and still contained phenotyp-
ically defined APs.

Vascularized spheroids were then incubated with the αMEM-2% FCS intralipid/BMP7-based cocktail tested 
above under 2-D conditions and selected for its ability to preserve ECs. A%er 10 days of differentiation induction, 
some cells with large and unilocular lipid droplets were stained by the BODIPY probe (Fig. 4A–C). CD31 staining 
revealed that the endothelial network was intact 10 and 17 days a%er differentiation (Fig. 4A,B). Lipid accumula-
tion further increased with time, many adipocytes being unilocular even at day 17 post-differentiation (Fig. 4B). 
!is feature is reminiscent of adipocytes found in vivo but rarely observed in 2-D culture. Perilipin, a protein that 
coats the surface of lipid droplets in adipocytes, was strongly expressed and located around large vacuoles, which 
confirms a consistent adipocyte phenotype (Fig. 4C).

To confirm the initiation of an adipocyte-differentiation program, we analysed the expression of early and late 
markers of adipocyte differentiation by quantitative RT-PCR. As expected, the expression of PPARγ2, AP2, LPL 
and adiponectin Q (ADIPOQ) was increased a%er 10 days of induction with the adipogenic cocktail (Fig. 4D). 
!erefore, our 3-D culture conditions allowed for the formation of spheres resembling AT constituted by vessels 
and adipocytes.

We then assessed whether adipocytes present in spheroids maintained their plasticity toward the brown/beige 
phenotype a%er cultivating them in presence of the growth factor BMP7, previously shown to favor brown/beige 
differentiation31,32 and a%er an acute treatment with forskolin, a well-known browning inducer through cAMP 
signaling34. We found that UCP1 and peroxisome proliferator-activated receptor c coactivator 1 (PGC1α) mRNA 
levels were strongly increased following forskolin treatment, suggesting that adipocytes in spheroids preserved 
their plasticity toward the beige lineage (Supplementary Fig. S2). !erefore, our 3-D culture conditions allowed 
for the formation of spheres resembling AT containing vessels and adipocytes which maintained their plasticity.

Figure 1. 2-D capillary-like structures formed by stromal-vascular fraction (SVF)-derived cells. Adipocyte 
progenitors obtained from SVF were cultured under two conditions: standard (Std) or endothelial growth 
medium 2 (EGM2). (A) A%er several days, cultures were fixed and stained with anti-CD31 and/or anti-α-
smooth muscle actin (αSMA) antibodies labelling endothelial cells (ECs) and perivascular smooth muscle 
cells, respectively. Nuclei were detected by DAPI staining. !e preparations were then observed by confocal 
microscopy (bar = 20 µm). (B) Endothelial networks visualized by CD31 staining; the whole surface of a well 
was scanned by using the OperettaTM screening system. (C) !e size of endothelial capillaries and number of 
connections were measured. (D) Data are mean±SEM. *p < 0.05.



4SCIENTIFIC REPORTS |          (2019) 9:7250  | 

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

Figure 2. Process to obtain vascularized spheroids. (A) Protocol for obtaining spheroids during the 4 weeks of 
experiments. !e formation of spheroids was followed under a photonic microscope: (B) spheroid in stirring 
liquid culture; (C) spheroid sprouting within Matrigel before differentiation induction; and (D) spheroid a%er 
10 days of culture in adipogenic medium. (B–D are representative images).

Figure 3. Vascularized spheroids in 3-D culture. Spheroids embedded in Matrigel were fixed and permeabilized 
for confocal microscopy investigation. Vessels containing ECs and perivascular cells were depicted by 
anti-CD31 and anti-αSMA staining, respectively (A–C and J). APs were detected as CD34+/CD31− cells 
(D–F). !e basal membrane was viewed by anti-collagen IV (Col IV) staining (G–I).
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Transplantation of vascularized adipose spheroids in vivo. To demonstrate that the endothelial net-
works formed in the differentiated spheroids were functional, we tested the potential of vascularized adipose 
spheroids for engra%ing. A%er their adipogenic differentiation, 25 to 30 spheroids were implanted subcutane-
ously into nude mice near the subcutaneous inguinal fat pad or along interscapular brown AT. Injected mice did 
not show any sign of inflammation, and spheroids remained in the injection area for at least 7 days (Fig. 5A,B). 
!e interscapular injection site was more efficient for maintaining spheroids than the inguinal AT site (not 
shown). A%er dissection, we found dense vascularisation around the plug as compared with the non-injected side 
(Fig. 5B). To determine whether the human vascular networks of the engra%ed spheroids were connected to the 
recipient circulatory system, we injected both human- and mouse-specific lectins in the retro-orbital sinus before 
mice were euthanized. Confocal imaging revealed that the spheroids were perfused by a functional microvascular 
network because both lectins were easily detected (Fig. 5C). Of note, some vessels contained both human and 
mouse ECs, thereby suggesting chimeric vessels (Fig. 5D).

Inside the transplanted spheroids, adipocytes were still detected (Fig. 5E). Quantitative RT-PCR of the human 
adipocyte-specific markers ADIPOQ and PPARγ2 revealed adipocytes of human origin inside vascularized adi-
pose spheroids (Fig. 5F). !ese data show the functionality of vascularization of spheroids, which can easily 
spread and establish connections in vivo with the host, and reflects the good tolerance of injected cells by host. 
Moreover, large human unilocular adipocytes were detectable in the explants, so adipocytes-containing spheroids 
can be maintained in vivo a%er transplantation.

We developed a protocol to generate human 3-D structures in vitro that closely resemble the cellular architecture 
of human AT. !ese adipose spheroids could be engra%ed in immune-deficient mice by connecting their own 
vascularization to the host one, which allowed for maintaining human adipocyte integrity.

Organoids can be generated from pluripotent or adult stem cells as well as some tissue progenitors35,36. Takebe 
et al. obtained organoids of different organs a%er their dissociation and in vitro reorganization23. However, 
organoids must be vascularized. !us, the investigators performed experiments allowing for the formation of 

Figure 4. Adipocytes in vascularized spheroids. Vascularized spheroids were committed to the adipocyte 
lineage at up to 10–17 days. (A,B) Samples were observed by confocal microscopy. ECs were labelled with 
anti-CD31 antibody (A,B), and adipocytes with BODIPY (A,B) or perilipin (C); nuclei were stained with DAPI. 
!e expression of adipocyte markers PPARγ2, LPL, ADIPOQ and AP2 was evaluated by qRT-PCR at 10 days 
a%er the induction of spheroid differentiation versus undifferentiation (D). Data are mean±SEM. **p < 0.01, 
*p < 0.05.
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a functional endothelial network interspersed within organoids, but they needed to add ECs originating from 
unrelated tissue. !e vascularization of AT is of primary importance as well. Indeed, there is a tight relation 
between ECs and APs. Abundant literature describes the role of APs in EC survival, proliferation, and organiza-
tion into vascular cords in vitro via the secretion of bioactive molecules and cell–cell interactions37. !e coopera-
tion between APs and ECs in vascular assembly has also been demonstrated in vivo in transplantation studies38. In 
mice, adipocyte lineage tracing studies indicate that the vasculature precedes adipocyte formation and provides 
a niche supporting both white and brown APs11,39. !erefore, preserving ECs within 3-D adipose structures in 
culture is required for the future development of this technology. !e strong interdependence between vascular 
progenitors and APs also underlines the crucial use of EGM2 type medium for expanding them compared to 
standard culture conditions. !is explains why we adopt this, as done by Min et al.15 who also compared these two 
culture conditions and found that EGM2-like medium was necessary for vascular development and APs. In addi-
tion, they pinpointed the role of single factors VEGF, hFGF2, hEGF and IGF1 in this phenomenon. !ese specific 
conditions and molecular compositions could be gathered in more well-defined serum free medium which can 
thus be suitable for a clinical use25.

Although human adipose spheroids have been generated40,41, some lacked vascularization. Some research 
groups reported exogenous ECs (such as human umbilical vein ECs) added on adipose-derived spheroids9,26. 
Other work attempted to obtain 3-D-cultured adipose tissue models. These protocols used murine cells or 
organotypic-like cultures (i.e., culture of small AT explants), achieving AT-like structures with or without 

Figure 5. In vivo engra%ment of vascularized adipocyte spheroids. A%er adipocyte differentiation, vascularized 
spheroids were subcutaneously injected near inguinal AT or interscapular brown AT in mice. (A) A%er day 7, 
transplants were harvested and sites of injections were highly vascularized. (B) To reveal the connection of the 
endothelial network of spheroids and host vascularization, both murin and human fluorescent lectins were 
injected in living mice. Both murin and human vessels were observed inside the adipose spheroids (C) as were 
chimeric vessels (D). Intra-spheroid adipocytes were stained with BODIPY (E). Human adipocytes remaining 
in spheroids were revealed by assessing the expression of the human adipocyte-specific markers ADIPOQ and 
PAPRγ2 by qRT-PCR (F). Mouse tissue samples were tested to highlight the human specificity of the primers 
used. Data are mean±SEM. **p < 0.01.
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vascularization27,40–44. However, the use of exogenous ECs to form vessels inside the spheres could generate some 
artefacts. Indeed, the whole population of ECs is highly heterogeneous. !is heterogeneity depends on the types 
of vessels or the tissue origin: ECs from large vessels are phenotypically and functionally different than those 
from smaller vessels such as sinusoid, microvessels and arterioles. Moreover, ECs from liver, the central nervous 
system, and bone marrow have common features but also consistent differences depending on the function of the 
tissue where they reside45. To improve the development of spheroids, we established culture conditions allowing 
for spheroid vascularization with endogenous ECs (i.e. of AT origin). By keeping endogenous ECs surrounded 
by perivascular cells and APs, our vascularized AT model could recreate the native environment, which would 
explain why our AT-organoids were relatively well maintained even in vivo. Besides being important for adipo-
cyte biology, this structure could also allow for study of the different actors of the perivascular niche that play a 
significant role in the fate of APs20.

To obtain such results, we needed to set up culture conditions that enabled both the maintenance of vascular 
integrity and the differentiation of adipocytes. Contrary to pharmacological molecules commonly used to initiate 
adipogenesis in vitro, our more physiological adipogenic cocktail preserved ECs. !e pharmacological factors 
used (IBMX, rosiglitazone and indomethacine) might have issues related to growth and/or viability of ECs46,47, 
which led to inhibition of spheroid vascularization, as reported by others46–48. Although pharmacological factors 
did not have any toxic effect on ECs in monocultures (HUVEC, data not shown), the differential responses of ECs 
to these molecules might be explained by the type of cultures (mono versus co-cultures), highlighting the possible 
role of APs in ECs survival.

Despite reduced adipogenic induction, we were still able to generate unilocular adipocytes, a mechanism 
tightly related to physiological situations. Indeed, fatty acids (included in our differentiation medium) play a 
major role in the adipogenesis process, both by internalization in lipid droplets and activation of PPARγ, the 
master regulator of adipogenesis16. !is inclusion strengthens the similarity of adipose organoids and native AT 
and constitutes an interesting model to further study the link between adipogenesis and angiogenesis in humans.

!e vascularization of adipose organoids is important for the reasons described above but also for the crucial 
functions that ECs play in the normal and pathological context of AT even if unclear. Modulation of the adipose 
vasculature has emerged as a potential strategy to treat obesity. Intriguingly, both repression and induction of AT 
vasculature can improve metabolism in obesity, and the effect of anti-angiogenic treatments varies depending 
on the patient’s age and obesity status49. Nevertheless, these studies underline the importance of the EC source. 
!erefore, ECs from patients’ AT would better help predict the outcome in drug discovery.

Even a%er their xeno-transplantation in mice, human ECs and adipocytes were still detected in our study. 
Also, chimeric vessels were obtained. !is observation underlines that spheroid vascularization is viable and 
functional, with strong ability to be integrated with the host vasculature. Of note, addition of matrigel during 
spheroid implantation helped their vacularization as described by Laib et al.50, but other biomaterials such as 
fibrin should be tested for clinical perspectives. !e fact that human adipocytes were found to be preserved in 
the host environment suggest that they could be used in numerous metabolic studies. Nevertheless, we lack  
in vivo functional investigations for evaluating the relevance of this model for the ability of white adipocytes to be 
converted into beige cells or to stock and transform metabolites, as is normally done for this type of cell.

Overall, our adipose organoids have several potential benefits. First, the generation of mature unilocular adi-
pocytes together with an organized vascular network provides a more physiological platform to study human ATs 
in vitro under normal and pathological contexts. Second, because of the ability of adipose organoids to respond 
to browning inducers, they are a valuable model to decipher the mechanisms involved and to test new drugs for 
therapy of obesity and associated disorders. !ird, all of these studies could be performed in different settings 
such as for large-scale drug screening of micro-chip technologies. Finally, they constitute an interesting model 
to further study the link between adipogenesis and angiogenesis in humans. !ese organoids could also answer 
the need for vascularized autologous AT for transplantation, because we found that they could be transplanted in 
mice and anastomosed promptly with the host vasculature.

In conclusion, we herein developed a model of vascularized AT-like spheroids using SVF of AT as a source of 
APs and ECs. Differentiated spheroids transplanted into mice connected to the recipient circulatory system, high-
lighting the functionality of the endothelial network and the relevance of adipospheres for multiple applications.

Methods
SVF isolation from human adipose tissue. Human SVF was isolated from subcutaneous adipose tis-
sue obtained from human non-obese donors (body mass index <26 kg/m2) undergoing elective abdominal der-
molipectomy (plastic surgery department, CHU Toulouse, France). Our experimental protocols were approved 
by French research ministry’s institutional ethics committee (No: DC-2015-23-49) and informed consent was 
obtained from all subjects in line with current regulations (no subjects under 18 were included). !e AT was dis-
sociated and underwent enzymatic digestion in αMEM (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented 
with penicillin and streptomycin (p/s) without serum, with 13.6 U/mL collagenase NB4 (Serva Electrophoresis; 
Heidelberg, Germany) and 10 U/mL dispase (Roche; Bâle, Switzerland) for 45 min at 37 °C under stirring. !e 
digestion was filtered with a 100-µm Nylon net filter (Steriflip, Millipore, Burlington, MA, USA) and centrifuged 
(600 g, 10 min). !e pellet containing SVF was resuspended in αMEM with p/s without serum, and erythrocytes 
were lysed for 3 min at 4 °C by using lysis buffer. Lysis was stopped with the addition of αMEM with p/s without 
serum. To eliminate the lysed cells, another centrifugation was performed (600 g, 10 min). !e SVF obtained 
was then resuspended either in endothelial growth medium 2 (EGM2; PromoCell; Heidelberg, Germany) or 
αMEM complemented by 10% Fetal Calf Serum (FCS, standard culture medium, Life Technologies), and 1 U/µL  
pulmozyme (Life Technologies) was added. Cells were counted by using an automatic cell counter (Countess, 
Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) and seeded in EGM2 or standard medium at 4000 cells/cm2 for 2-D cultures 
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or 25 000 cells/well in 96-well ultra-low attachment (ULA) plates with a round bottom (Costar, !ermoFisher; 
Waltham, MA, USA) for 3-D culture.

A%er 2 weeks of expansion, SVF-derived cells were seeded at 
1 × 105 cells/cm2 in a flask coated with a solution of 0.1% (v/v) gelatin. At day 10, cells were fixed, permeabilized 
with 0.1% (v/v) triton X100 (Sigma) and incubated with the antibodies anti-CD31 (ref: JC70A, Dako; Santa 
Clara, CA, USA) and/or anti-α-smooth muscle actin (α-SMA; ref: 202M-9, Sigma) to evaluate the formation 
of vessels. 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma) was used to stain nuclei. Cells were observed under a 
Nikon Eclipse TE2000-S confocal microscope (Nikon; Champigny sur Marne, France). Quantification of vessel 
length and the number of vessels involved the use of the FilamentTracer module of Imaris so%ware (Bitplane; 
Zurich, Switzerland).

SVF was seeded at 100,000 cells/cm2 in EGM2 and cul-
tured for 8 days before differentiation. Cells were then cultured for 14 days in different adipogenic media: the 
classical medium (αMEM supplemented with 2% FCS, 1 µM Dexamethasone, 60 µM Indométhacine, 2 µM 
Rosiglitazone, 5 µg/mL Insulin, and 450 µM (3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX, for the first 3 days), or αMEM-
2% FCS supplemented with Intralipids (1/100), Insuline (5 µg/mL), or Bone Morphogenetic Protein 7 (BMP7, 
50 ng/mL)32.

For each culture step, the 
medium was changed every 2–3 days, pipetted for cell aggregation and incubated at 37 °C under stirring (70 rpm). 
When cell aggregates formed a unique spheroid per well, usually six days a%er the SVF was seeded, spheroids 
were incorporated in 40 µL matrigel (growth factor-reduced, Corning; New York, USA), one by one, and seeded 
in EGM2 in ULA and ultra-low cluster 24-well plates with a flat bottom (Corning). !is step was essential to avoid 
the formation of a necrotic core since matrigel inclusion allows cell migration, generating a spheroid with lower 
cell density and better access to nutrients and oxygen. A%er 4 days, spheroids were differentiated by using an 
adipogenic cocktail composed of intralipids 0.2% v/v (Sigma I141; St. Louis, MO, USA), 50 ng/mL BMP7 (R&D 
Systems; Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA), insulin 5 µg/mL and apotransferin 10 µg/mL diluted in αMEM 
and p/s with 2% FCS (Life Technologies). Spheroids could be then maintained in culture for at least 17 days a%er 
differentiation without any sign of cell death. !ermogenic genes were induced in spheroids by treating them with 
50 µM forskolin (Tocris; Bio-Techne) for 4 h.

A%er the Matrigel was washed in cold 
phosphate buffered saline (PBS), spheroids were lysed in Qiazol, and total RNA was extracted by using the Qiagen 
RNeasy Micro kit (Qiagen; Hilden, Germany). Reverse transcription involved 219–1000 ng RNA with the High 
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA). cDNA was synthetized in 
a thermal cycler (2720 Applied Biosystems) with the program 10 min at 25 °C, 120 min at 37 °C and 5 min at 85 °C.

qPCR involved the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) with 375 nmol/L of the primers listed 
in Table 1. A%er centrifugation, reactions involved use of the StepOne device (Applied Biosystem). Data were 
analysed by using StepOne so%ware. Relative expression was calculated by the ∆∆CT method and normalized 
to the reference gene PPIA.

Spheroids were washed with cold PBS (Life Technologies) 
until the disappearance of Matrigel. Spheroids and explanted plugs were fixed with formaldehyde 3.7% (Sigma 
Aldrich) overnight at 4 °C and washed 3 times with PBS. !ey were embedded in 4% agarose and cut into 150-µM 
sections by using a VibroSlice (Campden Instruments; Lafayette, IN, USA). Sections were permeabilized and 
blocked in PBS + 0.2% Triton X100 + 5% serum (horse or donkey) (Sigma) for 30 min at room temperature, then 
incubated overnight at 4 °C with primary antibodies diluted in PBS + 0.2% Triton X100 + 5% serum. !e follow-
ing antibodies were used: anti-CD31 (ref: JC70A, Dako), anti-perilipin A/B (ref: P1873, Sigma), anti-laminin (ref: 
M3F7, Developmental Studies Hybridoma Bank [DSHB]; University of Iowa, Iowa City, IA, USA), anti-collagen 
IV (ref: C4, DSHB), and anti-α-SMA (ref: 202M-9, Sigma). Secondary antibodies coupled with Alexa fluoro-
chromes 488, 555, 594, 647 (Life Technologies) were diluted 1:400 in PBS + 0.2% Triton X100 and added to 
sections for 1.5 hr at room temperature. Sections were then washed 3 times and stained with the nuclear marker 
DRAQ5 (1:1000; BioStatus; Loughborough, UK) or DAPI 1:10000 for 15 min. To mark adipocyte lipids, sections 
were incubated with BODIPY 1:1000 (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) for 30 min before the nuclear marker and 

Target Forward primer Reverse primer

PPIA GCCGAGGAAAACCGTGTACTA GCCGAGGAAAACCGTGTACTAT

GAPDH TTGACAAAGTGGTCGTTG CTGGCGCTGAGTACGTCG

PPARγ2 GATACACTGTCTGCAAACATATCAC CCACGGAGCTGATCCCAA

AP2 AAACTGGTGGTGGAATGCGT GCGAACTTCAGTCCAGGTCA

LPL GGTCGAAGCATTGGAATCCAG TAGGGCATCTGAGAACGAGTC

ADIPOQ TGCCCCAGCAAGTGTAACC TCAGAAACAGGCACACAACTCA

UCP1 GTGTGCCCAACTGTGCAATG CCAGGATCCAAGTCGCAAGA

PGC1α CCGCACGCACCGAAA TCGTGCTGATATTCCTCGTAGCT

Table 1. Sequences of primers used in QRT-PCR.
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washed 3 times. Sections were observed by OperettaTM screening system (PerkinElmer; Courtaboeuf, France) or 
by confocal microscopy (Zeiss LSM-780 or Zeiss LSM-510; Zeiss; Oberkochen; Germany). Images were processed 
by using Fiji (an open-source platform for biological-image analysis51) and Imaris so%ware (Bitplane).

Female NMRI/Nu (nu/nu) mice 6 weeks 
old were obtained from Elevage Janvier (Le Genest Saint Isle, France). All experiments were performed with 
7-week-old mice. Mice were housed in a barrier facility with high-efficiency particulate air-filtered racks. Animals 
were maintained according to the guidelines of the European Community Council (2010/63/UE) and experi-
mental protocols were approved by the French ethics committee (protocol reference no.: 13/5273/B/02). In order 
to concentrate the spheroids in a small volume, the matrigel was dissolved in cold PBS. A mixture containing 
1.2% methylcellulose (w/v), one-third 10 mg/ml fibrinogen, and one-third EC basal medium at a 1:1:1 ratio sup-
plemented with 1 µg/ml vascular endothelial growth factor and fibroblast growth factor 2 (R&D Systems) was 
prepared. A total of 25–30 spheroids was resuspended in 200 µl of this mixture50. Just before injection in mice, 3 U 
thrombin and 200 µl Matrigel was added. Recipient mice were anesthetized by isoflurane inhalation and spheroids 
were injected into their right flank with a large diameter syringe (19G) to avoid damaging spheroids. A%er 1 or 2 
weeks, human-specific lectin (Biotinylated Ulex Europaeus Agglutinin I) or mouse-specific lectin (Rhodamine 
Griffonia Simplicifolia I; CliniSciences, Nanterre, France) was injected in the retro-orbital vein of recipient mice, 
and 20 min later, mice were euthanized by cervical dislocation. A%er plug excision, spheroids showed a round 
morphology indicating that they were intact a%er transplantation. Plugs were fixed overnight at 4 °C in 4% par-
aformaldehyde. To visualize human vasculature, staining was performed with Alexa Fluor 488 streptavidin (Life 
Technologies).

Statistical analysis. Quantitative data are expressed as mean ± SEM. Groups were compared by a 
one-sample t test and a Gaussian distribution-free Wilcoxon matched pairs test otherwise. !e statistical signifi-
cance was set at p < 0.05. Statistical analysis was performed with Prism 5 (GraphpadTM).
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Les adipocytes sont les unités fonctionnelles du tissu adipeux (TA). Les adipocytes blancs du TA 
blanc assurent le VWRckage eW la libpUaWiRQ de l¶pQeUgie au sein de l¶RUgaQiVme, principalement sous forme 
d¶acides gras

1. A l¶RSSRVp, leV adiSRc\WeV bUXQV dX TA bUXQ RQW XQe gUaQde caSaciWp j consommer les 
acides gras par l¶acWiYiWp de la SURWpiQe UQCRXSliQg PURWeiQ 1 (UCP1)

2
. Enfin, il a été observé des adipocytes 

UCP1
+
 dans le TA blanc, notamment en réponse à une exposition au froid

3
. Ces adipocytes sont appelés 

adipocytes beiges et sont issus de deux processus : d¶XQe SaUW  via l¶adiSRgeQqVe j SaUWiU des cellules 
souches/stromales mésenchymateuses du TA (ASC), et d¶aXWUe SaUW par la conversion des adipocytes blancs 
en beiges

4
. Ce processus de conversion est réversible, ce qui montre le caractère très plastique de ces 

cellules. Le but de la thèse a été de caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans les processus 
d¶adiSRgeQqVe eW de SlaVWiciWp cellXlaiUe. Pour ce faire, nous avons utilisé des modèles innovants de culture 
d¶ASC humaines et réalisé des expériences in vivo chez la souris. 

Compte tenu de la localisation péri-vasculaire et péricytaire des ASC in vivo
5,6

, nous nous sommes 
iQWpUeVVpV j l¶XWiliVaWiRQ dX milieX Endothelial Growth Medium 2 (EGM2) pour leur expansion in vitro, comme 
une alternative aux méthodes de culture Standard (milieX de W\Se Eagle¶V mediXm VXSSlpmeQWp eQ VpUXm de 
YeaX f°Wal). NRV WUaYaX[ RQW mRQWUp TXe le TGFȕ1 contenu dans le sérum de culture altérait le caractère 
immature des ASC par leur engagement dans des voies de différenciation de type ostéoblastique, 
chondroblastique et vasculaire musculaire lisse. Aussi, grâce à sa faible quantité en sérum, et donc en 
TGFȕ1, le milieX EGM2 SeUmeW de cRQVeUYeU l¶immaWXUiWp deV ASC eQ cXlWXUe aiQVi TXe leXUV fRUWeV 
capacités à se différencier en adipocytes, notamment vers le phénotype beige. 

D¶aXWUe SaUW, nous montrons que les ASC qui présentaient un fort potentiel à générer des adipocytes 
beiges sur-exprimaient la protéine SOX2. Nos résultats montrent que l¶e[SUeVViRQ de SOX2 est positivement 
corrélée d¶XQe SaUW à la formation des adipocytes beiges et d¶aXWUe SaUW j l¶acWiYaWiRQ deV adiSRc\WeV bUXQV in 
vivo chez la souris exposée au froid. De plus, une étude réalisée in vitro che] l¶hXmaiQ SaU l¶XWiliVaWiRQ de 
deX[ mRdqleV d¶ASC, a révélé que la protéine SOX2 était surexprimée lors dX SURceVVXV d¶adiSRgeQqVe, et 
ce d¶aXWaQW SlXV lRUVque les cellules étaient orientées vers une différenciation adipocytaire beige. Ainsi, 
SOX2 semble être un facteur clé impliqué dans le potentiel de brunissement du TA et la plasticité des 
adipocytes in vivo et in vitro. 

Cette thèse a donc permis d¶XQe SaUW d¶ampliRUeU la compréhension de l¶imSacW des conditions de 
culture sur la biologie des ASC et d¶aXWUe SaUW de mettre en lumière des molécules impliquées dans la 
plasticité des adipocytes. 

 

 

Adipocytes are the functional units of adipose tissue (AT). Within white AT, white adipocytes 
contribute to both storage and release of energy within the organism, mainly in the form of fatty acids

1
. On 

the other hand, brown adipocytes, from brown AT, have a high capacity to consume fatty acids. This results 
from the activity of the UnCoupling Protein 1 (UCP1)

2
. Finally, UCP1

+
 adipocytes have been described in 

white AT, notably in response to cold exposure
3
. These adipocytes are named beige adipocytes and are 

generated through two pathways: on one hand via adipogenesis from adipose-derived mesenchymal 
stem/stromal cells (ASC), and on the other hand by conversion of white-to-beige adipocytes

4
. Being a 

reversible process, beige conversion highlights the plasticity of these cells. The aim of the thesis was to 
characterize the molecular mechanisms involved in both processes, by using culture models of human ASC 
and in vivo mice models. 

Given the perivascular and pericyte localization of ASC in vivo
5,6

, we investigated the use of 
Endothelial Growth Medium 2 (EGM2) for their in vitro expansion as an alternative to Standard culture 
conditions (Eagle's medium supplemented with fetal calf serum). Our results showed that the TGFȕ1 
contained in serum of culture medium altered the relative immature state of ASC. Indeed, TGFβ1 induces 

their commitment toward osteoblastic, chondroblastic or vascular smooth muscle lineage. Also, the small 
amount of serum in EGM2 medium, and thus low TGFȕ1 concentration, preserves ASC immaturity in culture, 
as well as their strong capacities to differentiate into adipocytes, including beige phenotype. 

We showed that ASC with high potential to generate beige adipocytes over-expressed SOX2 protein. 
Our results also showed that expression of SOX2 was positively correlated to both formation of beige 
adipocytes and to brown adipocytes activation in vivo in cold-exposed mice. In addition, using two types of 
human ASC models in vitro, we observed that SOX2 was overexpressed during adipogenesis, and even 
more when cells were differentiated into beige adipocytes. Thus, SOX2 appears to be a key factor involved 
in AT browning potential and adipocyte plasticity in vivo and in vitro. 

This thesis has allowed the access to a better understanding of the impact of culture conditions on 
the biology of ASC and highlighted molecules involved in the plasticity of adipocytes. 
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