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Multiplication et
différenciation des cellules

adipeuses

Les étapes de la différenciation adipocytaire sont maintenant
bien caractérisées in vitro ; les deux principaux stades en
sont les suivants : 1) des précurseurs ne se divisant plus
expriment des marqueurs précoces de différenciation ; 2) sous
P’action de stimuli hormonaux, principalement de ’hormone
de croissance, ces précurseurs se divisent un petit nombre
de fois et se transforment en adipocytes adultes. In vivo, il
semble que ’acquisition de nouveaux adipocytes provienne
de la différenciation des précurseurs situés dans le stroma-

vasculaire du tissu adipeux.

’étude de la multiplica-
tion et de la différencia-
tion des cellules adipeu-
ses est au cceur des pro-
blemes posés par le dé-
veloppement normal et pathologi-
que du tissu adipeux. Il n’est pas
inutile de rappeler que ce tissu est
physiologiquement important
comme réservoir de triglycérides,
source d’énergie, ainsi que de
cholestérol non estérifié. Chez la
femme, il constitue en outre une
source non négligeable de produc-
tion d’estrogenes a partir d’an-
drosténedione.
Le développement excessif de la
masse adipeuse est trés générale-
ment lié a une hypertrophie
cellulaire*. Dans le cas des obé-
sités les plus séveres, chez I’ani-
mal comme chez I’homme, cette
hypertrophie parait s’accompagner
d’une hyperplasie** significative.
Il faut toutefois noter que la cel-
lularité du tissu adipeux, c’est-a-
dire la détermination du nombre
de cellules adipeuses, reste tech-

* Hypertrophie cellulaire : augmentation du volume
des cellules et du contenu en triglycérides.
** Hyperplasie : augmentation du nombre des cellules.

niquement imprécise. En ce qui
concerne I’hypertrophie, rappelons
que la perte de poids consécutive
a un traitement non chirurgical
(régime, jeGne méme prolongé)
n’est liée qu’a une diminution du
contenu cellulaire moyen en
triglycérides, sans diminution
détectable du nombre de cellules
adipeuses [1]. Le processus est
pleinement réversible quelques
semaines apres l’interruption du
traitement chez I’animal, qui
retrouve alors sa masse adipeuse
initiale.
L’extrapolation de telles observa-
tions au traitement des obésités
humaines permet de comprendre
les échecs médicaux constatés
aprés interruption d’un régime.
L’élimination d’une masse adi-
peuse par la technique dite de
« lipo-aspiration » ne représente
sans doute pas non plus une
panacée si l’on se souvient que,
apres lipectomie chez le rat, ont
été démontrées a la fois une aug-
mentation (compensatoire ?) du
nombre d’adipocytes dans les sites
adipeux restés intacts et une régé-
nération des adipocytes a partir de
cellules précurseurs dans le site en
principe éradiqué [2]. Contraire-
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ment a des affirmations dogmati-
ques antérieures, et bien que les
adipocytes pleinement différenciés
ne se divisent plus in vivo, il est
maintenant démontré qu’une aug-
mentation du nombre des adi-
pocytes a partir de cellules précur-
seurs persiste méme 2 1’Age adulte
chez diverses especes (y compris
chez ’homme) [2, 3] ; cette aug-
mentation est variable selon le site
adipeux considéré et en fonction
des conditions nutritionnelles.

La caractérisation des facteurs
impliqués dans la multiplication
des cellules précurseurs et leur dif-
férenciation en adipocytes se
révele donc indispensable mais
compliquée in vivo en raison de
la multiplicité des signaux biolo-
giques potentiels, suggérée par la
multiplicité des causes (nutrition-
nelles et génétiques, entre autres)
conduisant a un développement
excessif du tissu adipeux. Dans la
perspective d’une approche plus
directe, la derniére décennie a vu
se développer de nombreux mode-
les cellulaires in vitro destinés a
mieux caractériser ces facteurs et
a analyser le processus de diffé-
renciation adipocytaire [4, 5].

I Les modéles cellulaires

La culture de cellules adipeuses a
réellement pris son essor a partir
de 1974 grice aux travaux de
H. Green et de ses associés. Les
premieéres cellules caractérisées
comme précurseurs de cellules
adipeuses ont été obtenues en
lignée établie a partir d’embryon
total de souris [6], puis a partir
du tissu adipeux de la méme
espece [7]. Depuis lors, de nom-
breuses autres lignées préadipocy-
taires de rongeurs ont été établies.
Des cellules précurseurs d’adi-
pocytes provenant de diverses
especes peuvent étre également
obtenues en culture primaire 2
partir de la fraction stroma-
vasculaire du tissu adipeux, c’est-
a-dire apres dissociation des cel-
lules composant le tissu adipeux et
élimination des adipocytes mirs,
ainsi que de la majorité des cel-
lules contaminantes (cellules endo-
théliales, mastocytes) (7ableau I,
figure 1). La culture de cellules
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précurseurs d’adipocytes humains
vient de faire un progres sensible.
En cultivant la fraction stroma-
vasculaire du tissu adipeux ingui-
nal de jeune enfant dans un
milieu chimiquement défini, on
peut obtenir des cellules possédant
des enzymes caractéristiques des
adipocytes mirs (lipoprotéine
lipase et glycérophosphate déshy-
drogénase) et accumulant des
triglycérides [8]. Signalons a ce
propos que l’adipocyte mir, c’est-
a-dire pleinement différencié, ne
possede aucun marqueur phénoty-
pique qui lui soit propre. C’est
donc l’ensemble des différents
marqueurs qui peut étre considéré
comme caractéristique de la cel-
lule adipeuse (figure 2).
Polyclonalité
du tissu adipeux

La notion de polyclonalité du tissu
adipeux, récemment étayée, sem-
ble importante pour comprendre
I’acquisition permanente de nou-
veaux adipocytes dans certains
sites adipeux. En effet, dans le cas
bien étudié du tissu adipeux péri-
rénal de rat, il apparait que la
population de cellules précurseurs
d’adipocytes en culture primaire
est constituée de clones cellulaires

qui difféerent dans leur capacité a
se différencier in vitro et que,
pour un méme site adipeux, cette
capacité diminue avec I’age [9-11].
On peut imaginer que la capacité
a se différencier des cellules pré-
curseurs restantes pourrait étre
différente d’un site adipeux a un
autre selon la proportion de clo-
nes cellulaires recrutés antérieure-
ment au cours du développement.
Cette hypothése permettrait de
rendre compte de I’hyperplasie
limitée a quelques sites qui peut
étre constatée chez divers mammi-
feres, y compris dans [’espéce
humaine en fonction du sexe.
L’acquisition de nouvelles cellules
adipeuses pose en fait tres direc-
tement le probléme de la carac-
térisation de stimuli capables de
faire engager les cellules précur-
seurs d’adipocytes dans leur pro-
gramme de différenciation. Pour
I’essentiel, ce probléme a fait
I’objet de travaux intensifs sur les
préadipocytes provenant de lignées
établies.
Différenciation précoce
et terminale

In vitro, le processus de différen-
ciation adipocytaire comporte clai-
rement des événements précoces

Figure 1. Changements morphologiques des cellules au cours de la dif-
férenciation adipocytaire. Ces clichés montrent le développement morpho-
logique de cellules présentes dans la fraction stroma-vasculaire de tissu péri-
épididymaire de rat 4gé de quatre semaines. Les cellules sont maintenues dans
un milieu de culture dépourvu de sérum et chimiquement défini [11]. In vivo
comme in vitro (A), les cellules précurseurs présentent pendant la phase de
prolifération une morphologie fibroblastique.

Par la suite, elles s’arrondissent et accumulent des triglycérides sous une forme
multiloculaire (B). La formation d’adipocytes uniloculaires peut étre observée
si I'on enrichit le milieu de culture en triglycérides.
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et des événements tardifs. Le
démarrage du programme de dif-
férenciation (figure 2) parait uni-
quement lié a I’arrét des cellules
en phase G, du cycle cellulaire
et se caractérise par 1’émergence
de marqueurs comme la lipopro-
téine lipase, enzyme-clef in vivo
de ’assimilation des triglycérides
circulants (sous forme de lipopro-
téines) par le tissu adipeux, et
I’ARN messager pOb24 de
6 kb [12] ; recherché chez la sou-
ris adulte, ce messager semble
spécifique du tissu adipeux, ou il
est uniquement retrouvé dans la
fraction’ stroma-vasculaire conte-
nant les cellules précurseurs d’adi-
pocytes. Contrairement a 1’émer-
gence des marqueurs précoces,
celle des marqueurs plus tardifs
est dépendante de la présence de
plusieurs hormones (voir ci-dessous)
et elle est précédée de mitoses en
nombre trés restreint. L’entrée
des cellules contenant les mar-
queurs précoces en phase S du
cycle cellulaire, caractérisée par la
synthése d’ADN, s’accompagne
d’une ou deux mitoses, puis de
I’apparition de la glycérophosphate
déshydrogénase et de lipides neu-
tres. Cette prolifération limitée
correspond en fait a2 une expan-
sion clonale de cellules en voie de
différenciation terminale [12-14].
Basée sur ’ensemble des données
disponibles, la chronologie d’appa-
rition des phénotypes (figure 2)
indique que la diminution de
capacité d’oxydation des acides
gras ainsi que 1’augmentation de
la réponse aux hormones lipolyti-
ques (mesurée par la production
d’AMPc) et a I'insuline seraient
contemporaines de ’expression
des marqueurs précoces. L’expres-
sion des marqueurs tardifs com-
porte trois étapes successives : au
cours de la premiére étape, les
cellules acquierent la machinerie
enzymatique nécessaire 2a la
synthése des acides gras et du
glycérophosphate, précurseur tri-
carboné des triglycérides. C’est au
cours de cette étape que sont
exprimés la phosphodiestérase tres
aftine pour ’AMP cyclique et la
lipase sensible aux hormones,
enzyme responsable de la dégra-
dation des triglycérides intracellu-

laires, ainsi que I’ARN messager
codant pour une protéine aP2 de
13 kD (kilodaltons) spécifique du
tissu adipeux et sans doute impli-
quée dans le transport intracellu-
laire des acides gras [15]. La mise
en place de la réponse lipolytique
des cellules adipeuses est alors
achevée. La seconde étape succede
tres rapidement a la premiere et
correspond a l’acquisition des
enzymes nécessaires a I’activation
des acides gras et a leur estérifi-
cation en triglycérides [16].
L’accumulation de triglycérides,
visible au microscope, se produit
a ce moment-la et précéde une
troisieme étape qui voit l’émer-
gence de ’ARN messager codant
pour la phosphoénolpyruvate car-
boxykinase et de deux especes
d’un ARN messager supposé
coder pour une protéase a sérine
de 28 kD appelée adipsine et non
encore identifiée [17, 18].
La chronologie des événements
décrits dans la figure 2 permet de
rendre compte des observations
faites sur le tissu adipeux in vivo
et montrant que la diminution du
nombre de cellules synthétisant
I’ADN précede de peu I’augmen-
tation du nombre de cellules pos-
sédant la glycérophosphate déshy-
drogénase et accumulant des
triglycérides [19]. Cette chronolo-
gie présente également un intérét
direct pour I’étude du développe-
ment du tissu adipeux in vivo. En
effet, aussi bien dans le cas de sa
mise en place dans les divers sites
au cours de la période post-natale
que dans celui de I’hyperplasie a
I’age adulte, se posent les proble-
mes de la caractérisation des cel-
lules précurseurs d’adipocytes et
de I’estimation de leur nombre. Il
faut rappeler que, a I’heure
actuelle, seul le nombre des cel-
lules contenant des triglycérides,
et donc pleinement différenciées,
peut étre estimé. On congoit que
I’utilisation de marqueurs préco-
ces, comme I’ARN messager
pOb24, devrait permettre par
hybridation in situ d’évaluer le’
nombre de cellules dormantes qui,
ayant exprimé le seul sous-
programme précoce de différencia-
tion, resteralent présentes a 1’age
adulte et seraient donc capables
m/s n° 7 vol. 3, septembre 87



Tableau |
LIGNEES ETABLIES ET NON ETABLIES DE CELLULES PRECURSEURS D'ADIPOCYTES
Lignées établies Especes Origine
1246 Cellules de carcinome embryonnaire de Lignée T-948
souris
3T3-L1 Embryon de souris Swiss Variant de la lignée de fibroblastes 3T3
3T3-F442A
A31T Embryon de souris Balb Variant d'une lignée de fibroblastes
Ob17 Souris adulte C57 BL/6J ob/ob Fraction adipocyte
HGFu Souris adulte C57 BL/6J +/? de tissu adipeux épididymaire
ST13 Souris ddN Carcinome de glande mammaire
MC3T3-G2/PA6 Souriceau Calvaria*
MS3-2A Souris adulte Moelle osseuse™
BFC-1 Souris adulte C57 BL/6J Fraction stroma-vasculaire de tissu adipeux
brun
Lignées non Rat Fraction stroma-vasculaire de tissu adipeux
établies épididymaire
Mouton Fraction stroma-vasculaire de tissu adipeux
sous-cutané et périrénal
Beeuf Fraction stroma-vasculaire de tissu adipeux
sous-cutané
‘ Porc Fraction stroma-vasculaire de tissu adipeux
1 sous-cutané
Homme Fraction stroma-vasculaire de tissu adipeux
omental et inguinal
Souris Moelle osseuse*
Rat Moelle osseuse
| Homme Moelle osseuse

* Les cellules de ces lignées, contrairement a celles des autres lignées, répondent aux corticostéroides pour I'accu-
mulation des triglycérides mais ne répondent pas a l'insuline.

d’entrer dans la voie de la diffé-
renciation terminale en présence
de stimuli mitogéniques et/ou adi-
pogéniques appropriés.

Les changements profonds du
métabolisme cellulaire qui accom-
pagnent la différenciation ont con-
duit a rechercher des modifica-
tions du contenu intracellulaire et
de la synthese de certaines de ces
enzymes spécifiquement induites.
Dans tous les cas étudiés, I’aug-
mentation d’une activité enzyma-
tique est en corrélation avec une
augmentation parallele du contenu
net de l’enzyme et de I’ARN
messager correspondant. Il existe
clairement une augmentation de
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la transcription de genes spécifi-
ques de la différenciation adipocy-
taire [20-22] dont la séquence est
connue pour trois d’entrc
eux [23-25]. On est en droit dc
penser que ces génes présentent
dans leur structure une ou plu-
sieurs séquences impliquées dans
la régulation de leur transcription.
L’étude des genes codant pour la
protéine aP2 et la glycérophos-
phate déshydrogénase (induits de
maniére coordonnée) et du gene
codant pour I’ ARN messager de
I’adipsine (induit plus tardive-
ment) montre, en amont de la
boite TATA, D’existence de plu-
sieurs copies d’une séquence con-

sensus de 13 bases. Seuls les deux
génes exprimés de maniére coor-
donnée possédent également une
séquence :
5’-ACTC(G)AGAGGAAAAG-3
située 118 bases (protéine aP2) et
183 bases  (glycérophosphate
déshydrogénase) en amont du site
d’initiation de la transcription. Le
géne complet aP2 inséré dans le
plasmide pUC-18 peut s’exprimer
lorsque les préadipocytes transfec-
tés deviennent pleinement diffé-
renciés en cellules adipeuses ; on
peut ainsi envisager 1’exploration
systématique de ’expression d’un
tel gene, délété d’une ou deux de
ces séquences dont le rble dans s
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la régulation de la transcription
pourrait donc étre précisé.

I Réle des hormones

La régulation multihormonale
s’exerce au niveau de I’expression
des marqueurs tardifs. L’hormone
somatotrope [26] et la triiodothy-
ronine [27] présentes a concentra-
tions physiologiques ont un effet
direct et se sont révélées indispen-
sables a la différenciation termi-
nale des cellules de lignées éta-
blies, c’est-a-dire de cellules ayant
déja exprimé le sous-programme
précoce [28]. Ces observations
rejoignent celles faites sur I’ani-
mal et ’homme montrant que ces
hormones sont nécessaires a
I’acquisition d’un nombre adéquat
de cellules adipeuses [29-32]. Les
travaux les plus récents indiquent
que D’exposition des cellules a
I’hormone somatotrope pendant la
phase d’émergence des marqueurs
précoces, bien qu’elle ne soit pas
nécessaire a l’expression de ces
derniers, se révele en revanche

PIGF-I [33], (b) synthétisent tres
rapidement 1I’ARN messager
codant pour I'IGF-I et (c) voient
leur niveau de spermidine intra-
nucléaire augmenté, ce niveau
étant corrélé de manieére signifi-
cative a l’expression des ARN
messagers tardifs spécifiques de la
différenciation adipocytaire [34] ;
la régulation de I’expression des
ARN messagers tardifs par 1’hor-
mone somatotrope se situe pour
I’essentiel a un niveau transcrip-
tionnel [28]. Les conclusions sur
le role joué par l’'insuline et les
facteurs insulino-mimétiques
(IGFs) restent partielles. Certes,
le role modulateur positif mais
non permissif que I’insuline joue
sur ’expression des marqueurs
précoces et surtout tardifs [35] est
en accord avec les nombreuses
données in vivo sur le controle de
la synthese des triglycérides et
donc de I’hypertrophie des adi-
pocytes. Toutefois, un role per-
missif pour I'expression de ’ARN
messager codant pour la phos-
phoénolpyruvate carboxykinase a

été récemment observé ; de
méme, un troisiéme réle en tant
que mitogene ne peut étre exclu.
En effet, dans ce dernier cas, les
préadipocytes en culture primaire
ayant déja exprimé la lipopro-

indispensable a 1’expression des
marqueurs tardifs. Le role de
I’hormone somatotrope parait
multiple, dans la mesure ou les
cellules exposées (a) répondent
mieux a [l'action mitogene de

Figure 2. Les étapes de la différenciation adipocytaire. Ce schéma fait la
synthése des données obtenues in vitro et in vivo. La multiplication des cellu-
les précurseurs (étapes 1 et 2) se produit in vitro sur une période de trois
4 cinq jours soit dans un milieu contenant du sérum ou du plasma, soit dans
un milieu chimiquement défini contenant insuline, transferrine, FGF (« fibro-
blast growth factor ») et, selon les lignées préadipocytaires, une protéase a
sérine de type kallikréine. La différenciation se déroule in vitro sur une période
de une a deux semaines. Les cellules précurseurs ayant exprimé in vitro I’ARN
messager pOb24 et I’ARN messager codant pour IGF-l (étape 4) sont égale-
ment présentes in vivo dans la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux.
L’ARN messager pOb24 diminue fortement in vitro (étapes 5 a 7) et est absent
in vivo de la fraction contenant les adipocytes mirs. Les ARN messagers
codant pour la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et pour I'adipsine
s‘expriment trés tardivement in vitro (étape 7) et ne sont présents in vivo que
dans la fraction contenant les adipocytes mdrs. Les résultats in vitro montrent
que la présence de I'hormone somatotrope et de la triiodothyronine est obli-
gatoire pour franchir les étapes 3 a 7. lls montrent également que le proces-
sus d’expansion clonale (étapes 4 & 5) nécessite la stimulation simultanée des
voies de production de I’AMP cyclique et de mobilisation des polyphosphoi-
nositides ; cette étape s’accompagnerait d’une synthése d’IGF-1 et de la pos-
sibilité pour les cellules de répondre efficacement a ce mitogéne. La réponse
des cellules & l'insuline et aux B-adrénergiques augmente au cours des étapes
2 3 4. Toutefois, I'acquisition de la réponse lipolytique des cellules, qui per-
met I’hydrolyse des triglycérides cellulaires en acides gras, ne devient com-
pléte qu’au cours des étapes 5 et 6.
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téine lipase, peuvent en présence
d’IGF-I répondre a I’insuline par
une prolifération limitée avec,
comme attendu, une expression
des marqueurs tardifs [11]. Le
rble joué par les glucocorticoides,
les androgenes et les estrogenes a
fait jusqu’a présent l’objet de
conclusions variées et contradictoi-
res. Il apparait cependant que les
glucocorticoides, sans étre indis-
pensables, amplifient notablement
I’expression du programme de
différenciation de préadipocytes de
la lignée établie TAI, cultivés en
présence de sérum [36].

I Voies de recherche

On ignore a I’heure actuelle si
I’acquisition de nouveaux adi-
pocytes, en particulier a 1’age
adulte, est uniquement due a la
différenciation terminale de cellu-
les dormantes ayant déja exprimé
les marqueurs précoces, ou a la
multiplication de précurseurs non
différenciés. Dans la premiere
hypothese, la question reste posée
de savoir si I’étape limitante de
la différenciation terminale se
trouve sous controle de stimuli
mitogéniques et/ou adipogéniques.
In vitro, un événement décisif
parait se situer au niveau de la
multiplication limitée des cellules
ayant exprimé le sous-programme
précoce. En effet, la stimulation
de la production d’AMP cyclique
et la mobilisation simultanée des
polyphosphoinositides se révelent
nécessaires pour que les cellules
Ob17 possédant déja la lipopro-
téine lipase effectuent une seule
division et acquierent tous les
phénotypes tardifs, a la condition
que I’hormone somatotrope, la
trilodothyronine et I’insuline
soient présentes. Aucune autre
hormone n’est alors requise. Ces
résultats récents montrent ainsi
que le processus de différenciation
terminale se trouve in vitro sous
la dépendance de plusieurs stimuli
mitogéniques et adipogéniques.
En tout état de cause, I’impor-
tance relative de ces différents sti-
muli dans la différenciation termi-
nale de cellules dormantes reste a
évaluer in vivo H

Summary

Recent developments in obe-
sity research have shown that
the differentiation in vitro of
adipose precursor cells from
various species is a multi-step
and coordinated process. This
process has been mainly deli-
neated with rodent preadipocy-
tes from established cell lines.
FEarly events are triggered by
growth arrest and characteri-
zed by the emergence of a
specific set of phenotypes
detected both at the mRNA
and protein level. The next
critical event is a limited pro-
liferation of these committed
cells followed by their termi-
nal, hormonally-controled dif-
ferentiation, during which late
and very late specific phenoty-
pes appear and triglyceride
accumulate. Studies in vitro
show that the expression of
late and very late specific-
differentiation genes is under
the control of growth hormone
and is regulated primarily at
a transcriptional level.

Early and late phenotypes are
detected in adipose tissue
during adult life in the
stromal-vascular fraction con-
taining adipocyte precursors
and in the fraction containing
mature adipocytes, respecti-
vely. This suggests that the
acquisition of new adipocytes
in vivo might result from ter-
minal differentiation of dor-
mant (already committed) cells
when exposed to appropriate
stimuli. The complete charac-
terization of these mitogenic
and adipogenic stimuli is
underway in vitro but remains
to be settled in vivo.
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