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DESCRIPCION

Linaje establecido de adipocitos marrones humanos y procedimiento de diferenciacion a partir de un linaje de células
hMADS.

La invencion tiene por objeto un procedimiento de diferenciacion de células hMADS en una poblacion de adipocitos
marrones humanos funcional, un procedimiento de conversion de una poblacion de adipocitos blancos humanos en
una poblacion de adipocitos marrones humanos funcional, asi como un método de cribado de moléculas
susceptibles de modular el peso corporal en un sujeto.

El tejido blanco (WAT) desempefia en el hombre un papel clave en el control del resultado energético y de la
homostasis glucido-lipidica (Ailhaud G. et al., Annu Rev Nutr, 1992. 12: p. 207-233; Rosen, E.D. y B.M. Spiegelman,
Nature, 2006. 444(7121): p. 847-53). Contrariamente al WAT, el tejido adiposo marrén (BAT) es especialista en la
termogénesis adaptativa durante la cual la proteina desacoplante UCP1 tiene un papel determinante. La presencia
de tejido adiposo marrén es bien conocida tanto en los roedores como en los mamiferos recién nacidos de mayor
tamafio (Garruti, G. y D. Ricquier, Int J Obes Relat Metab Disord, 1992. 16(5): p. 383-90; Cannon, B. y J.
Nedergaard, Physiol Rev, 2004. 84(1): p. 277-359). De forma particularmente sorprendente, unos datos recientes
permiten adelantar la existencia de BAT funcional en el hombre adulto sano (Nedergaard, J. et al., Am J Physiol
Endocrinol Metab, 2007. 293(2): p. E444-52; Cypess, AM et al., N. Engl. J. Med. 2009. 360: p. 1509-17; Saito, M. et
al., Diabetes 2009. Publish Ahead of Print, Online April 28; van Marken Lichtenbelt, W et al., N. Engl. J. Med. 2009.
390: p. 1500-08; Virtanen, KA et al., N. Engl. J. Med. 2009. 360: p. 1518-1525).

In vivo, se conoce la aparicion en los roedores de islotes de adipocitos marrones en el centro de depdsitos de WAT
(Timmons, J.A,, et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2007. 104(11): p. 4401-6; Cousin, B., et al., J Cell Sci, 1992. 103 (Pt
4): p. 931-42; Xue, B., et al., Mol Cell Biol, 2005. 25(18): p. 8311-22), tras una exposicion en frio o de un tratamiento
por los agonistas de los receptores B-adrenérgicos (B-AR). Asimismo, después de un tratamiento por unos ligandos
agonistas de PPARY, la aparicion de células que expresan UCP1 en unos depdsitos adiposos blancos también se ha
documento en los roedores y en el hombre (Wilson-Fritch, L., et al., J Clin Invest, 2004. 114(9): p. 1281-9; Fukui, Y.,
et al., Diabetes, 2000. 49(5): p. 759-67; Bogacka, |., et al., Diabetes, 2005. 54(5): p. 1392-9). Sin embargo, estas
observaciones no pueden excluir la existencia previa de precursores marrones en tales sitios. Reciprocamente, la
conversion rapida de BAT en WAT tanto en el recién nacido humano como en los recién nacidos ovinos y bovinos no
puede excluir la existencia previa de precursores blancos (Casteilla, L., et al., Am J Physiol, 1987. 252(5 Pt 1): p.
E627-36; Casteilla, L., et al., Biochem J, 1989. 257(3): p. 665-71; Casteilla, L., et al., Eur J Biochem, 1991. 198(1): p.
195-9). Queda por demostrarse la existencia de una célula precursora comun a los linajes blanco y marrén, en la
medida en la que los preadipocitos obtenidos ex vivo a partir del WAT y del BAT dan respectivamente lugar sélo a
adipocitos blancos y marrones (Moulin, K., et al., Biochem J, 2001. 356(Pt 2): p. 659-64). Unos estudios recientes en
el raton favorecen esta posibilidad demostrando la existencia de una firma transcriptémica miogénica de los
adipocitos marrones distinta de la de los adipocitos blancos (Timmons, J.A., et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2007.
104(11): p. 4401-6).

Sin embargo, otros trabajos subrayan la posibilidad de generar unos adipocitos marrones a partir de adipocitos
blancos por transgénesis (Tiraby, C. y D. Langin, Trends Endocrinol Metab, 2003. 14(10): p. 439-41; Tiraby, C., et al.,
J Biol Chem, 2003. 278(35): p. 33370-6) y varios co-activadores y factores de transcripciéon participan en la
formacién de adipocitos marrones. Asi, PGC-1a y PGC-13 desempefian un papel esencial durante la diferenciacion
y complementario en la mitocondriogénesis y la respiracion (Puigserver, P., et al., Mol Cell, 2001. 8(5): p. 971-82;
Uldry, M., et al., Cell Metab, 2006. 3(5): p. 333-41). Sin embargo, al contrario que estos co-activadores de PPARY, la
proteina transcripcional en dedo de zinc PRDM16 controla verdaderamente la determinacion “marrén” de los
preadipocitos blancos por induccién de PGC-1a, de UCP1 y de la triidotironina desiodinasa de tipo 2 (Dio2) (Seale,
P., et al., Cell Metab, 2007. 6(1): p. 38-54).

El articulo Zilberfarb et al., 1997, J Cell Sci 110 (Pt 7), 801-807, describe un linaje inmortalizado de adipocitos
marrones humanos, PAZ6, que se obtiene por trangénesis. Este articulo muestra que el linaje PAZ6 expresa el
ARNmM que codifica UCPL1.

Sin embargo, no muestra que esta expresion conduce a una proteina UCP1 funcional, es decir que posee una
actividad desacoplante debido a su localizacion en la membrana interna mitocondrial, confiriendo asi a los adipocitos
marrones humanos una actividad respiratoria y una actividad desacoplante significativamente superiores a las de los
adipocitos blancos humanos. Ademas, no se refiere a ninguna estimulacion de la actividad respiratoria por un
agonista especifico de los receptores -adrenérgicos como siendo dependiente de la presencia de UCPL1.

Ademas, el articulo Zilberfarb et al., 1997 describe que el receptor B3-adrenérgico esta acoplado a la adenilato
ciclasa y a la lipdlisis en las células PAZ6. Este acoplamiento entre el receptor 33-adrenérgico y la adenilato ciclasa
es conocido por ser el preliminar de una cascada de eventos que conducen a la actividad desacoplante de la
proteina UCP1.
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Ahora bien, el articulo Zilberfarb et al., 1997 describe también que se han obtenido unos resultados similares de
acoplamiento entre la adenilato ciclasa y el receptor 33-adrenérgico por otros autores (Murphy et al., 1993) utilizando
unos adipocitos de rata recientemente aislados. Se trata en realidad de adipocitos blancos (véase el titulo de Murphy
et al,, 1993: “Corrélation of B3-adrenoreceptor-induced activation of cyclic AMP dependent protein kinase with
activation of lipolysis in rat white adipocytes”).

Asi, los resultados obtenidos y descritos en Zilberfarb et al., 1997 con los adipocitos marrones PAZ6 son similares a
los obtenidos con unos adipocitos blancos, lo que conduce inevitablemente a una actividad respiratoria y a una
actividad desacoplante de estos adipocitos marrones similares a las de los adipocitos blancos. Los adipocitos
marrones PAZ6 descritos en Zilberfarb et al.,, 1997 no son por lo tanto funcionales en el sentido de la presente
invencion.

Recientemente, se han aislado a partir de tejidos adiposos humanos unas células madre mesenquimatosas (células
hMADS). Estas células presentan en estado clonal un cariotipo normal, una fuerte capacidad de auto-renovacion, y
una ausencia de tumorigenicidad. Las células hMADS revelan ser capaces de diferenciarse en varios linajes, en
particular osteoblastica como adipocitaria, y conducen in vivo a una regeneracion 6sea y muscular (Rodriguez, A.M.,
et al., Biochem Biophys Res Commun, 2004. 315(2): p. 255-63; Rodriguez, A.M., et al., J Exp Med, 2005. 201(9): p.
1397-405; Zaragosi, L.E., et al., Stem Cells, 2006. 24(11): p. 2412-9; Elabd, C., et al., Biochem Biophys Res
Commun, 2007. 361(2): p. 342-8). Una vez diferenciadas en adipocitos, las células hMADS adquieren las
propiedades funcionales de los adipocitos blancos humanos (secrecién de leptina y de adiponectina, respuestas a la
insulina y a los agonistas pB-adrenérgicos y, especifico de los primates, al factor atrial natriurético, (Rodriguez, A.M.,
et al., Biochem Biophys Res Commun, 2004. 315(2): p. 255-63). Las células hMADS representan por lo tanto un
modelo celular apropiado para estudiar su capacidad eventual a diferenciarse también en adipocitos marrones.

Nuestros resultados muestran que una activacion crénica prolongada de PPARYy es suficiente para promover su
conversion in vitro y aumentar sus capacidades respiratoria y desacoplante, y que los agonistas de los receptores
B-adrenérgicos, incluyendo los agonistas 33, modulan positivamente la expresion de UCP1 asi como la estimulacion
de la actividad respiratoria por un agonista especifico de los receptores B-adrenérgicos tal como el isoproterenol. La
diferenciacion de las células hMADS lleva a una poblacion de adipocitos marrones humanos funcional que puede ser
utilizada como modelo celular, en particular para identificar unas moléculas susceptibles de modular el peso corporal
y en particular para tratar el sobrepeso y/o la obesidad.

Asi, la presente invencion describe una poblacion de adipocitos marrones humanos funcional que expresa
simultdneamente los genes siguientes:

- los genes que codifican las proteinas UCP1, CIDEA, CPT1B, Bcl2, siendo la expresién de estos genes
superior a la de una poblacién de adipocitos blancos humanos,

- el gen que codifica la proteina Bax, siendo la expresién de este gen inferior a la de una poblacion de
adipocitos blancos humanos, y

- los genes que codifican las proteinas PPAR alfa, PGC1 alfa, PGC1 beta y PRDM16, siendo la expresion de
estos genes similar a la de una poblacién de adipocitos blancos humanos.

La poblacion (o linaje) de adipocitos marrones humanos funcional descrita aqui procede de una poblacion (o linaje)
de células madre humanas multipotentes derivadas del tejido adiposo (células hMADS). Las células hMADS se
describen en particular en la solicitud internacional publicada el 12 de febrero de 2004 bajo el nimero WO
2004/013275 y en Rodriguez, A.M., et al., Biochem Biophys Res Commun, 2004. 315(2): p. 255-63. Estas células
hMADS son capaces de diferenciarse en diversos tipos celulares tales como unos adipocitos, unos osteoblastos,
unos miocitos y unas células endoteliales en funcién del medio de cultivo utilizado. Las poblaciones establecidas de
células hMADS presentan una capacidad de auto-renovacion y de diferenciacion adipocitaria conservadas durante
un cierto nimero de duplicaciones de poblacion, es decir que son viables a largo plazo y que pueden dividirse sin
alterar las caracteristicas celulares iniciales. Se habla entonces también de linajes de células hMADS.
Ventajosamente, las poblaciones celulares hMADS segun la presente invencion presentan una capacidad de auto-
renovacion y una capacidad de diferenciacion adipocitaria conservadas durante al menos 130, adn mas
ventajosamente al menos 200 duplicaciones de poblacién. En la presente invencién, se han determinado las
condiciones que permiten la diferenciacion de la poblacién celular hMADS en una poblacion de adipocitos marrones
humanos funcional y se describen a continuacion. Se ha podido establecer asi una poblacion de adipocitos
marrones humanos funcional. Esta posee la misma capacidad de auto-renovacion y de diferenciacion adipocitaria
conservadas durante un cierto nimero de duplicaciones de poblacién que la poblacion celular hMADS de la cual
procede. Es por lo tanto viable a largo plazo y puede dividirse sin alterar las caracteristicas celulares iniciales. Se
puede hablar por lo tanto también de linaje de adipocitos marrones funcional.

Por poblacion de adipocitos marrones humanos “funcional” segin la presente invencion, se entiende designar una
poblacion que posee una actividad respiratoria y una actividad desacoplante significativamente superiores con
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respecto a la actividad respiratoria y la actividad desacoplante de cualquier otro tipo celular, en particular con
respecto a las de los adipocitos blancos. Ademas, la actividad respiratoria significativamente superior de la poblacion
de adipocitos marrones humanos funcionales se estimula cuando esta poblacion estd expuesta a un agonista
especifico de los receptores B-adrenérgicos tal como el isoproterenol. La actividad respiratoria y la actividad
desacoplante significativamente superiores en la poblacién de adipocitos marrones humanos funcional, asi como la
estimulacion de la actividad respiratoria por un agonista especifico de los receptores B-adgrenérgicos, se deben a la
expresion del gen que codifica UCP1 con respecto a la ausencia de expresion del mismo gen en unos adipocitos
blancos humanos. La actividad desacoplante de la proteina UCP1 resulta de su presencia en la membrana interna
mitocondrial de los adipocitos marrones humanos. Una actividad respiratoria y una actividad desacoplante
significativamente superiores de estos adipocitos marrones humanos no seria observada si la proteina UCP1 no
estaba al mismo tiempo localizada y era funcional en la membrana interna mitocondrial. La funcionalidad de los
adipocitos marrones humanos puede ser verificada de diferentes maneras, descritas a continuacion.

En la presente invencién, se entiende por “actividad respiratoria” la capacidad de una célula o de una poblacion
celular para consumir oxigeno. Esta capacidad para consumir oxigeno puede ser medida como se indica a
continuacion.

En la presente invencion, se entiende por “actividad desacoplante” la capacidad de la proteina UCP1, y por lo tanto
la capacidad de la célula que la contiene, para desacoplar su actividad respiratoria de su produccién de ATP. En
efecto, cuando la célula respira, ésta produce un gradiente de protones entre el interior y el exterior de la membrana
interna mitocondrial. Este gradiente permite la generacién de ATP. Ahora bien, la proteina UCP1 disipa este
gradiente de protones. Se produce entonces una fuerte disminucion de la produccion de ATP y un aumento de la
produccion de calores. Asi, para una misma produccién de ATP, un adipocito marrén consumird mucho méas oxigeno
que un adipocito blanco. La medicion de la actividad desacoplante se indica a continuacion.

En la presente invencion, la expresién de un gen por una poblacion celular significa que el producto procedente de
esta expresion es o bien el producto de traduccion de dicho gen, a saber la proteina codificada por el gen, o bien el
producto de transcripcion de dicho gen, a saber el ARNm que codifica la proteina. La expresion de un gen se
determina por la cuantificacion o bien del producto de traduccién (proteina codificada por el gen), por ejemplo
utilizando la técnica de inmunchuella, o bien del producto de transcripcion (ARNm que codifica la proteina), por
ejemplo por RT-PCR cuantitativa y/o por la técnica de transferencia Nothern. Las técnicas de cuantificacion de los
productos de expresion de los genes son bien conocidas por el experto en la materia.

La expresion de los genes que codifican las proteinas UCP1, CIDEA, CPT1B, Bcl2, Bax, PPAR alfa, PGC1 alfa,
PGC1 beta y PRDM16 por la poblacion de adipocitos marrones humanos funcional se cuantifica y después compara
con la expresion de estos mismos genes por una poblacion de adipocitos blancos humanos. Esta poblacién de
adipocitos blancos humanos procede ventajosamente de una poblacion de células hMADS tal como se han descrito
anteriormente. Las condiciones de cultivo que permiten la diferenciacién de las células hMADS en adipocitos
blancos humanos son descritos en particular en la solicitud internacional publicada el 12 de febrero de 2004 bajo el
nimero WO 2004/013275, pagina 17, linea 36 a pagina 18, linea 8, o bien en la parte Ejemplos de la presente
solicitud de patente. Ventajosamente, la poblacion de adipocitos blancos humanos se obtiene después de la
estimulacion de una poblacién celular hMADS durante 1 a 9 dias, ventajosamente durante 6 dias, por un agonista
especifico del receptor PPAR gamma tal como un compuesto de la familia de las tiazolinodionas, compuesto que se
selecciona ventajosamente entre la rosiglitazona, la ciglitazona, la pioglitazona, la darglitazona y la troglitazona.

En la presente invencion, se considera que la expresion de un gen por la poblacion de adipocitos marrones humanos
funcional es superior o inferior a la del mismo gen por una poblacién de adipocitos blancos humanos, cuando se
observa una diferencia significativa de esta expresion. A la inversa, una diferencia no es significativa cuando la
expresion de un gen por la poblaciéon de adipocitos marrones humanos funcional es + 0,20 veces idéntica a la del
mismo gen por una poblacion de adipocitos blancos humanos.

Ventajosamente, la expresion del gen que codifica la proteina UCP1 es 10 a 1000 veces superior, preferentemente
de 20 a 500 veces superior a la expresion de este mismo gen por la poblacion de adipocitos blancos humanos,

y/o la expresién del gen que codifica la proteina CIDEA es de 10 a 100 veces superior, preferentemente de 20 a 100
veces superior a la expresion de este mismo gen por la poblacion de adipocitos blancos humanos,

y/o la expresion del gen que codifica la proteina CPT1B es de 2 a 10 veces superior, preferentemente de 4 a 8 veces
superior a la expresién de este mismo gen por la poblacion de adipocitos blancos humanos,

y/o la expresion del gen que codifica la proteina Bcl es de 1,5 a 4 veces superior, preferentemente de 2 a 3 veces
superior a la expresiéon de este mismo gen por la poblacion de adipocitos blancos humanos,

y/o la expresion del gen que codifica la proteina Bax es de 0,25 a 2,5 veces superior, preferentemente de 0,5 a 2
veces superior a la expresion de este mismo gen por la poblacion de adipocitos blancos humanos,
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y/o la expresién de los genes que codifican las proteinas PPAR alfa, PGC1 alfa, PGC1 bet y PRDM16 es + 0,20
veces idéntica a la expresion de estos mismos genes por la poblacion de adipocitos blancos humanos.

La expresion del gen que codifica UCP1 aumenta preferiblemente después de la estimulacion por un agonista de un
receptor beta-adrenérgico, ventajosamente después de la estimulacion por agonista del receptor beta3-adrenérgico,
ventajosamente durante una duracién comprendida entre 1 y 24 horas, ventajosamente 6 horas. Ventajosamente, la
expresion del gen que codifica UCP1 es de 1,5 a 4 veces superior con respecto a la obtenida en ausencia de
estimulacion por un agonista de un receptor beta-adrenérgico.

Se puede utilizar cualquier agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico. Unos ejemplos de tales agonistas
se citan en particular en la tabla 1 de Carpene, C. Methods Mol Biol 2001. 155, 129-140. Se pueden citar en
particular, sin por ello limitarse a ellos, los compuestos noradrenalina y adrenalina, los compuestos T0509 (betal),
los compuestos salbutamol y procaterol (beta2), el compuesto BRL37314 (beta3), la dobutamina, la terbutalina, el
isoproterenol, que es un agonista especifico de los tres receptores betal-, beta2- y beta3-adrenérgicos, el
compuesto CGP12177A, que es un agonista parcial del receptor beta3-adrenérgico, y el compuesto CL316243, que
es un agonista especifico del receptor beta3-adrenergico. Ventajosamente, el agonista especifico de un receptor
beta-adrenérgico se selecciona entre la dobutamina, la terbutalina, el isoproterenol, la noradrenalina, la adrenalina,
el compuesto CGP12177A, que es un agonista parcial del receptor beta3-adrenérgico, y el compuesto CL316243,
que es un agonista especifico del receptor beta3-adrenérgico. Aln mas ventajosamente, el agonista especifico de un
receptor beta-adrenérgico se selecciona entre los compuestos noradrenalina, adrenalina, isoproterenol y CL316243.
Los compuestos dobutamina, terbutalina, isoproterenol y CL316243 pueden ser obtenidos en particular de Sigma
Chemical Company (St Louis, USA). El compuesto CGP12177A se puede obtener de Research Biochemical (Natick,
MA, USA).

También ventajosamente, la concentracion en agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico esta
comprendida entre 1 nM y 1000 nM, ventajosamente entre 1 nM y 500 nM, aun mas ventajosamente entre 1 y 100
nM.

La invencién describe también la utilizacion de un agonista especifico del receptor beta3-adrenérgico para aumentar
la expresion del gen que codifica la proteina UCP1 en una poblacién de adipocitos marrones humanos tal como la
definida aqui, ventajosamente con el fin de aumentar la actividad desacoplante de la proteina UCP1 en dicha
poblacion. Preferentemente, el agonista es el compuesto CL316243, y se utiliza de manera preferida a una
concentracion comprendida entre 1 nM y 1000 nM, ventajosamente entre 1 nM y 500 nM, alin méas ventajosamente
entre 1y 100 nM.

La presente invencién tiene por objeto un procedimiento de diferenciaciéon de una poblacién de células madre
humanas multipotentes derivadas del tejido adiposo (células hMADS) en una poblacion de adipocitos marrones
humanos funcional tal como se ha definido anteriormente, que comprende la estimulacién de dichas células hMADS
por un agonista especifico del receptor PPAR gamma, siendo dicho agonista una tiazolinodiona, efectuandose esta
estimulacion:

- p bien durante un periodo de tiempo comprendido entre 10 y 30 dias, ventajosamente entre 13 y 20 dias, aln
mas ventajosamente entre 15y 16 dias,

- 0 bien (i) durante un primer periodo de diferenciacion de las células hMADS en adipocitos blancos de una
duracion comprendida entre 2 y 9 dias, ventajosamente entre 3 y 7 dias, ain mas ventajosamente de 6 dias,
(i) estando dicho primer periodo seguido de un segundo periodo de una duracion comprendida entre 2 y 10
dias, ventajosamente entre 4 y 7 dias, aln mas ventajosamente de 5 dias, durante el cual la estimulacion se
detiene, (iii) estando dicho segundo periodo seguido de un tercer periodo de estimulacion de una duracion
comprendida entre 1 y 10 dias, ventajosamente entre 1y 6 dias, aln méas ventajosamente de 2 dias.

Entre las tiazolinodionas que pueden ser utilizadas en el ambito de la presente invencion, se pueden citar, sin por
ello limitarse a ellas, la rosiglitazona, la ciglitazona, la pioglitazona, la darglitanoza, la troglitazona o el compuesto
NC-2100. Son también descritos aqui los agonistas especificos del receptor PPAR gamma tales como el compuesto
S26948, los compuestos derivados de la N-(2-benzoilfenil)-L-tirosina, los derivados FMOC, los compuestos
1,3-dicarbonilo que comprenden unos heterociclos 2(3H)benzazolénico, los compuestos de la familia de las
sulfonilureas, los compuestos de la familia de los acidos 2-benzoilaminobenzoicos sustituidos en la posicion 5, el
compuesto halofenato, los derivados de la familia de los indeno-N-Oxidos, los antagonistas del receptor de la
angiotensina de tipo 1 tales como el telmisartan, el irbesartan y el losartan. Ventajosamente, el agonista especifico
del receptor PPAR gamma es una tiazolinodiona, seleccionada de entre el grupo constituido por la rosiglitazona, la
ciglitazona, la pioglitazona, la darglitazona y la troglitazona. Los compuestos ciglitazona y troglitazona pueden ser
obtenidos en particular de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Los compuestos pioglitazona y rosiglitazona se
pueden obtener de Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). La darglitazona se puede obtener de Medicinal
Chemistry, AstraZeneca R&D (Molndal, Sweden).

Ventajosamente, cuando el agonista especifico del receptor PPAR gamma es la orsiglitazona, la concentracion en
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rosiglitazona estd comprendida entre 5 nM y 1000 nM, ventajosamente entre 10 nM y 500 nM, alin mas
ventajosamente entre 20 y 100 nM. También ventajosamente, cuando el agonista especifico del receptor PPAR
gamma es la pioglitazona, la concentracién en pioglitazona esta comprendida entre 0,2 uM y 10 uM, ventajosamente
entre 0,4 uM y 5 pM, aln mas ventajosamente entre 0,8 pM y 2 uM. También ventajosamente, cuando el agonista
especifico del receptor PPAR gamma es la ciglitazona, la concentracién en ciglitazona esta comprendida entre 0,5
MM y 20 uM, ventajosamente entre 1 uM y 10 yM, alin mas ventajosamente entre 2 uM y 4 uM. Mas ventajosamente,
cuando el agonista especifico del receptor PPAR gamma es la darglitazona, la concentracion en darglitazona esta
comprendida entre 0,2 pM y 20 puM, ventajosamente entre 0,5 uM y 10 pM, aln més ventajosamente entre 1 pM y 5
MM. AlGn mas ventajosamente, cuando el agonista especifico del receptor PPAR gamma es la troglitazona, la
concentracion en troglitazona esta comprendida entre 0,2 uM y 10 pM, ventajosamente entre 0,5 uM u 5 pM, aln
mas ventajosamente entre 1 uyM y 4 uM.

Las condiciones generales de cultivo utilizadas para la multiplicacion y la diferenciacion de la poblacion celular
hMADS son conocidas por el experto en la materia y se describen en particular en la solicitud WO 2004/013275, o
bien en la parte Ejemplos de la presente solicitud de patente. El medio de cultivo utilizado para la diferenciacién de la
poblacion celular hMADS se cambia regularmente, preferentemente cada dos dias, antes de la utilizacion de células.
Este medio no contiene ventajosamente suero, tal como suero de ternera fetal y se define quimicamente.

La funcionalidad de la poblacion de adipocitos marrones humanos segun la invencion se puede ademas verificar
estimulando su actividad respiratoria con la ayuda de un agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico tal
como el isoproterenol. Asi, segun un modo de realizacién preferido, el procedimiento de diferenciacién de la
poblacion celular hMADS en una poblacion de adipocitos marrones humanos segun la presente invencion,
comprende ademas la verificacion de la funcionalidad de la poblacion de adipocitos marrones humanos obtenida,
comprendiendo dicha verificacion las etapas sucesivas siguientes:

- la estimulacion de la actividad respiratoria de dicha poblacion de adipocitos marrones humanos por un
agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico seleccionado de entre el grupo constituido por el
isoproterenol, la noradrenalina, la adrenalina, la dobutamina, la terbutalina, y el compuesto CL316243,

- la cuantificacion de la expresion del gen que codifica UCP1 y/o del consumo de oxigeno, y

- la verificacién de que dicha poblacion es funcional cuando la expresion del gen que codifica UCP1 y/o el
consumo de oxigeno aumenta con respecto a los obtenidos en ausencia de estimulacion por dicho agonista
especifico de un receptor beta-adrenérgico.

Cuando la poblacion es funcional, se observa una estimulacién importante de la actividad respiratoria, tal como un
aumento de al menos un 20%, preferentemente al menos un 40% con respecto a la ausencia de estimulacion con el
agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico. En comparacién, no se observa ninguna estimulacién cuando
los adipocitos blancos son expuestos a un agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico.

Preferentemente, la expresion del gen que codifica UCP1 es de 1,5 a 4 veces superior con respecto a la obtenida en
ausencia de estimulacion por un agonista de un receptor beta-adrenérgico.

Ventajosamente, el agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico es el isoproterenol.

También ventajosamente, la concentracion en agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico esta
comprendida entre 1 nM y 1000 nM, ventajosamente entre 1 nM y 500 nM, ain mas ventajosamente entre 1 y 100
nM.

La funcionalidad de la poblacion de adipocitos marrones humanos puede, por ejemplo, ser verificada cuantificando el
consumo de oxigeno con la ayuda de un respirometro. Tal técnica es bien conocida por el experto en la materia.

La funcionalidad de la poblacién de adipocitos marrones humanos puede también ser verificada cuantificando la
actividad desacoplante de dicha poblacién. Esta cuantificacion de la actividad desacoplante se puede realizar con la
ayuda de un agente desacoplante tal como la carbonil cianido 3-clorofenilhidrazona (CCCP). Tal técnica es bien
conocida por el experto en la materia.

Segln otro aspecto, la presente invencién tiene por objeto un procedimiento de conversién de una poblacion de
adipocitos blancos humanos en una poblacion de adipocitos marrones humanos funcional tal como se define en la
presente invencion, que comprende la estimulacién de dicha poblacién de adipocitos blancos humanos por un
agonista especifico de PPAR gamma, siendo dicho agonista una tiazolinodiona, durante una duraciéon comprendida
entre 1y 10 dias, ventajosamente entre 1y 6 dias, aln mas ventajosamente de 2 dias.

La poblacion de adipocitos blancos humanos es tal como se ha descrito anteriormente. El medio de cultivo utilizado
para la conversion de la poblacion de adipocitos blancos humanos es el mismo que el utilizado para la diferenciacion
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de las células hMADS. Asimismo, este medio se cambia regularmente, preferentemente cada dos dias, antes de la
utilizacion de las células.

El agonista especifico del receptor PPAR gamma es tal como se ha definido anteriormente.

Ventajosamente, dicha tiazolinodiona se selecciona de entre el grupo constituido por la rosiglitazona, la ciglitazona,
la pioglitazona, la darglitazona y la troglitazona.

Ventajosamente, cuando el agonista especifico del receptor PPAR gamma es la rosiglitazona, la concentracion en
rosiglitazona estd comprendida entre 5 nM y 1000 nM, ventajosamente entre 10 nM y 500 nM, ain mas
ventajosamente entre 20 y 100 nM. También ventajosamente, cuando el agonista especifico del receptor PPAR
gamma es la pioglitazona, la concentracién en pioglitazona esta comprendida entre 0,2 uM y 10 uM, ventajosamente
entre 0,4 uM y 5 pM, aln mas ventajosamente entre 0,8 pM y 2 uM. También ventajosamente, cuando el agonista
especifico del receptor PPAR gamma es la ciglitazona, la concentracién en ciglitazona esta comprendida entre 0,5
MMy 20 uM, ventajosamente entre 1 uM y 10 yM, alin mas ventajosamente entre 2 uM y 4 uM. Mas ventajosamente,
cuando el agonista especifico del receptor PPAR gamma es la darglitazona, la concentracion en darglitazona esta
comprendida entre 0,2 pM y 20 puM, ventajosamente entre 0,5 uM y 10 pM, aln méas ventajosamente entre 1 pM y 5
MM. AlGn mas ventajosamente, cuando el agonista especifico del receptor PPAR gamma es la troglitazona, la
concentracion en troglitazona esta comprendida entre 0,2 uM y 10 pM, ventajosamente entre 0,5 uM u 5 pM, aln
mas ventajosamente entre 1 uyM y 4 uM.

En un modo de realizacion preferido, el procedimiento de conversion segun la presente invencién comprende
ademas la verificacion de la funcionalidad de la poblacion de adipocitos marrones humanos obtenida después de la
conversion de la poblacion de adipocitos blancos humanos, comprendiendo dicha verificacion las etapas sucesivas
siguientes:

- estimular la actividad respiratoria de dicha poblacion de adipocitos marrones humanos por un agonista
especifico de un receptor beta-adrenérgico seleccionado de entre el grupo constituido por el isoproterenol, la
noradrenalina, la adrenalina, la dobutamina, la terbutalina y el compuesto CL31643,

- cuantificar la expresién del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de oxigeno, y

- verificar que dicha poblacion es funcional cuando la expresion del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de
oxigeno aumenta con respecto a los obtenidos en ausencia de estimulacién por dicho agonista especifico de
un receptor beta-adrenérgico.

Preferentemente, la expresion del gen que codifica UCP1 es 1,5 a 4 veces superior con respecto a la obtenida en
ausencia de estimulacion por un agonista de un receptor beta-adrenérgico.

Ventajosamente, el agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico es el isoproterenol.

También ventajosamente, la concentracion en agonista especifico de un receptor beta-adrenérgico esta
comprendida entre 1 nM y 1000 nM, ventajosamente entre 1 nM y 500 nM, ain mas ventajosamente entre 1 y 100
nM.

La presente invencion describe también la poblacién de adipocitos marrones humanos obtenida por el procedimiento
de diferenciacioén o el procedimiento de conversion tal como se define en la presente invencion.

Se describe también aqui la utilizacion de una poblacion de adipocitos marrones humanos funcional, tal como se
define segun la presente invencién, como modelo para identificar una molécula o una combinacién de moléculas
susceptibles de modular el peso corporal en un sujeto, ventajosamente para identificar una molécula o una
combinacién de moléculas susceptible de tratar el sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto. Ventajosamente, el sujeto
es un ser humano.

Ventajosamente, la presente invencion describe un método de identificacion de una molécula o combinacion de
moléculas susceptibles de actuar sobre la actividad respiratoria y/o la actividad desacoplante de una poblacion de
adipocitos marrones y/o modular el peso corporal de un sujeto, que comprende las etapas sucesivas siguientes:

- poner en contacto la poblacion de adipocitos marrones humanos funcional segun la presente invencion con
dicha molécula o combinacién de moléculas,

- cuantificar la expresion del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de oxigeno y/o de la actividad
desacoplante de dicha poblacion de adipocitos marrones humanos, y

- identificar dicha molécula o combinacién de moléculas como siendo susceptible de actuar sobre la actividad
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respiratoria y/o la actividad desacoplante de una poblacién de adipocitos marrones y/o modular el peso
corporal de un sujeto cuando la expresion del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de oxigeno y/o la
actividad desacoplante es significativamente diferente de la obtenida en ausencia de dicha molécula.

De manera ventajosa, cuando la expresion del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de oxigeno y/o la actividad
desacoplante es superior a la obtenida en ausencia de la molécula o combinacién de moléculas, dicha molécula o
combinacién de moléculas es susceptible de aumentar la actividad respiratoria y/o la actividad desacoplante de una
poblacion de adipocitos marrones y/o tratar el sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto.

También ventajosamente, la presente invencion describe un método de identificacion de una molécula o
combinacién de moléculas susceptible de favorecer la formacion de adipocitos marrones humanos y/o tratar el
sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto, que comprende las etapas sucesivas siguientes:

a) llevar a cabo el procedimiento de diferenciacion o de conversion, tal como se ha descrito anteriormente, con
el fin de obtener una poblacion de referencia de adipocitos marrones humanos funcional,

b) poner en contacto una poblacién de células hMADS con dicha molécula o combinacién de moléculas,

c) identificar dicha molécula o combinacion de moléculas como susceptible de favorecer la formacion de
adipocitos marrones humanos y/o tratar el sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto cuando la pablaciéon de
células hMADS de la etapa b) expresa el fenotipo de la poblacién de referencia de adipocitos marrones
humanos funcional de la etapa a).

Se entiende por fenotipo de una poblacion de adipocitos marrones humanos funcional segun la presente invencién el
hecho de que dicha poblacién exprese simultdneamente los genes que codifican las proteinas UCP1, CIDEA,
CPT1B, Bcl2, Bax, PPAR alfa, PGC1 alfa, PGC1 beta y PRDM16 como las descritas anteriormente. También, dicha
poblacion posee una actividad respiratoria elevada, que puede ser estimulada por un agonista especifico de un
receptor beta-adrenérgico tal como el isoproterenol. Este fenotipo se puede determinar como se ha descrito
anteriormente (inmunchuella, transferencia Nortehrn, RT-PCR cuantitativa, respirometro, etc.).

También ventajosamente, la presente invencion describe un método de identificacion de una molécula o
combinacién de moléculas susceptibles de favorecer la formacién de adipocitos marrones humanos y/o tratar el
sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto, que comprende las etapas sucesivas siguientes:

- poner en contacto una poblacidon de adipocitos blancos humanos con dicha molécula o combinacién de
moléculas,

- identificar dicha molécula o combinacion de moléculas como susceptible de favorecer la formacion de
adipocitos marrones humanos y/o tratar el sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto cuando la pablaciéon de
adipocitos blancos humanos expresa el fenotipo de una poblacién de adipocitos marrones humanos, tal como
se define segln la presente invencion.

La poblacion de adipocitos blancos humanos es tal como se ha definido anteriormente.
Los ejemplos y figuras siguientes permiten ilustrar la presente invencion, sin limitar su alcance.

Figuras

Figura 1: Efecto de la rosiglitazona sobre |a diferenciacién adipocitaria de las células hMADS-2

La diferenciacion adipocitaria de las células hMADS-2 se ha llevado a cabo segun el protocolo descrito en la parte
“Materiales y métodos”. Se ha afadido la rosiglitazona a las concentraciones y dias indicados. En el dia 16, se ha
realizado A) la fijacion de las células y su coloracién por aceite rojo (Oil red O), B) la medicion de la actividad GPDH,
y C) la determinacion por RT-PCR cuantitativa de los niveles de ARNm PPARY. Los resultados representan la media
+ SD de tres experimentos independientes realizados con diferentes series de células; el 100% corresponde (C) al
valor obtenido en el dia 16 en presencia de 500 nM de rosiglitazona.

Figura 2: Efecto de la exposicion a largo plazo de las células hMADS-2 a la rosiglitazona sobre la expresion de
marcadores de adipocitos marrones

La diferenciacion de las células hMADS-2 se ha realizado como se describe en la figura 1. En el dia 16, los niveles
de ARNm UCP1 (A), UCP2 (C), CIDEA (D) y CPT1B (E) se determinaron por RT-PCR cuantitativa. Los resultados
representan la media +SD de tres experimentos independientes realizados con diferentes series de células; se
expresan tomando para el 100% el valor obtenido en presencia de 500 nM rosiglitazona. Los niveles de la proteina
UCP1 (B) se determinaron por inmunohuella sobre dos series diferentes de células utilizando TBP como estandar
interno enddgeno.
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Figura 3: Expresion de los receptores B3-adrenérgicos y estimulacion de la expresiéon de UCP1 en respuesta a los
agonistas 3-adrenérgicos

la diferenciacion adipocitaria de las células hMADS-2 se realiz6 en presencia de 100nM rosiglitazona en los dias
indicados y los niveles de ARNm se determinaron en el dia 17 por RT-PCR cuantitativa. (B,C) la diferenciacién se
obtuvo en presencia de 100nM rosiglitazona entre los dias 3 y 16, en ausencia o en presencia durante las 6 Ultimas
horas de agonistas B-adrenérgicos en las concentraciones indicadas. Los resultados representan la media + SD de
tres (A) y dos (B) experimentos independientes realizados con diferentes series de células; se expresan tomando
para el 100% los valores obtenidos o bien durante el tratamiento entre los dias 3 y 9 (A) o bien en ausencia de
agonistas B-adrenérgicos (B,C).

Figura 4: Induccién de un fenotipo marrén a partir de adipocitos blancos dependiente de la activacion de PPARy

En un primer tiempo, las células hMADS-2 se diferenciaron en adipocitos blancos con 100nM rosiglitazona presente
entre los dias 3 y 9. Una vez eliminado, el ligando se vuelve a afiadir o no en el dia 14 durante los dias siguientes en
las concentraciones indicadas. En el dia 16, se determinaron los niveles de ARNm de UCP1, de CIDEA y de CPT1B
por RT-PCR cuantitativa (A) y se determiné la cantidad de proteina UCP1 por inmunohuella después de la
exposicion entre los dias 14 y 16 a los ligandos especificos de PPARs (B).

Los resultados se expresan en factor de estimulacion, tomando como 1 los valores obtenidos en el dia 16 después
de la exposicion a 100nM rosiglitazona entre los dias 3 y 9; los valores representan las medias + SD de dos
experimentos independientes realizados con diferentes series de células.

Figura 5: Efecto del tratamiento a largo plazo por la rosiglitazona sobre las actividades respiratoria y desacoplante de
los adipocitos blancos y marrones

Las células hMADS-2 se indujeron a diferenciarse en presencia de 100nM rosiglitazona o bien durante los dias 3y 9
para obtener unos adipocitos blancos, o bien durante los dias 3 y 20 para obtener unos adipocitos marrones, o bien
finalmente durante los dias 3-9 seguido de los dias 16-20. En el dia 20, el consumo de oxigeno (A), el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (B) y la estimulacion del consumo de oxigeno por el isoproterenol (C)
se midieron segun el protocolo descrito en “Materiales y métodos”. Los resultados representan las medias + SD de
cuatro experimentos independientes realizados con diferentes series de células. *P<0,05 por comparacion con las
células tratadas entre los dias 3 y 9 en presencia de 100 nM rosiglitazona.

Figura 6: Expresién génica de factores y co-factores transcripcionales en funcién de la adquisicién de un fenotipo
blanco o marrén

La diferenciacion adipocitaria de las células hMADS-2 se realiz6 en presencia o bien de rosiglitazona a 100nM (A), o
bien en las concentraciones indicadas (B). Los niveles de ARNm PRDM16, PGCla, PGC1B y PPARa se
determinaron por RT-PCR cuantitativa en el dia 16 (A) y en el dia 17 (B). Los resultados representan las medias +
SD de tres experimentos independientes realizados con diferentes series de células; se expresan tomando para el
100% los valores obtenidos en presencia de 100nM (A) o de 500nM rosiglitazona (B).

Figura 7: Expresién de genes asociados a la apoptosis en funcién de la adquisicidon de un fenotipo blanco o marrén

La diferenciacion adipocitaria de las células hMADS-2 se realizé en presencia de 100nM rosiglitazona. En el dia 16,
los niveles de ARNm Bcl2 y Bax se determinaron por RT-PCR cuantitativa. Los resultados representan las medias +
SD de tres experimentos independientes realizados con diferentes series de células; se expresan tomando para el
100% los valores obtenidos durante el tratamiento por la rosiglitazona entre los dias 3 y 9. * P<0,05.

Figura 8: Efecto de la rosiglitazona sobre la diferenciacién adipocitaria de las células hMADS-1

Las células hMADS-1 se diferenciaron segun el protocolo descrito en la figura 1. La exposicion a la rosiglitazona se
realizé en las concentraciones y en los dias indicados. En el dia 16, las células se fijaron y colorearon con aceite rojo
(Oil Red O) (A), se determind la actividad GPDH (B) asi como los niveles de ARNm UCP1 y CIDEA por RT-PCR
cuantitativa (C). Los resultados representan las medias + SD de dos experimentos independientes realizados con
diferentes series de células y se expresan (C) tomado para el 100% el valor obtenido en presencia de 100nM
rosiglitazona en el dia 16.

Ejemplos

Abreviaturas: células hMADS ("human multipotent adipose-derived stem cells"), células madre humanas
multipotentes derivadas del tejido adiposo; WAT (“white adipose tissue”), tejido adiposo blanco; BAT (“brown adipose
tissue”), tejido adiposo marron; PPAR (“peroxisome proliferator-activated receptor”), receptor activado por los
inductores de la proliferacion de los peroxisomas; PPRE (“peroxisome proliferator-responsive element”), elemento de
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respuesta de los inductores de la proliferaciéon de los peroxisomas; UCP1 (“‘uncoupling protein 1"), proteina
desacoplante 1; UCP2 (“uncoupling protein 2"), proteina desacoplante 2; PGC-1a () (“PPARy co-activator a(B)”),
co-activador a (B) del receptor nuclear PPAR gamma; CtBP-1 (“C-terminal-binding protein-1"), proteina 1 de unién
C-terminal; AR (“adrenergic receptor”), receptor adrenérgico; CIDEA (“cell death-inducing DFF45-like effector A”),
efector A de tipo DFF-45 que induce la muerte celular; NAIP (“neuronal apoptosis inhibitory protein”), proteina de
inhibition de la apoptosis neuronal; CTP-1B (“carnitine palmitoyltransferase-1B"), carnitina palmitoiltransferasa-1B;
PKA (“protein kinase A"), proteina quinasa A; T3, 3,5,3"-tri-yodotironina; TBP (“TATA-box binding protein”), proteina
de unién a la caja TATA; PRDM16 (“PR-domain zinc finger protein 16"), proteina 16 que contiene un dominio PR en
dedo de zinc; Bax (“Bcl-2-associated X protein”), proteina X asociada a Bcl-2; Bcl-2 (“B-cell CLL/lymphoma-2"),
linfoma-2/CLL a células B.

I. Materiales y métodos

Cultivo celular: Se han descrito el establecimiento como la caracterizacion de la multipotencia y de la
auto-renovacion de las células hMADS (Rodriguez, A.M., et al., Biochem Biophys Res Commun, 2004. 315(2): p.
255-63; Rodriguez, A.M., et al., J Exp Med, 2005. 201(9): p. 1397-405; Zaragosi, L.E. et al., Stem Cells, 2006.
24(11): p. 2412-9; Elabd, C., et al., Biochem Biophys Res Commun, 2007. 361(2): p. 342-8). Las células del linaje
hMADS-2 se han establecido a partir de tejido adiposo que proviene de la region puabica de un donante de 5 afios de
edad; se utilizaron entre los pasos 16 a 35 (35 a 100 duplicaciones de la poblacion celular). Las células se
inocularon a una densidad de 4,500 células/cm® en un medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)
enriqguecido mediante un 10% de suero fetal de ternera, 2,5ng /ml hFGF;, 60ug/ml penicilina y 50ug/ml
estreptomicina. Después de un cambio de medio cada dos dias, cuando las células llegan a la confluencia, se
elimina hFGF; y se inducen las células a diferenciarse dos dias después, definiendo el dia 0 de diferenciacion. El
medio de diferenciacion adipocitaria esta constituido de DMEM/H12 (1/1:v/v) enriquecido en 10pg/ml transferina,
0,85uM insulina, 0,2nM T3, 1uM dexametasona (DEX) y 500uM isobutilmetilxantina (IBMX). Tres dias después, se
cambia el medio (DEX y IBMX omis) y se afiade la rosiglitazona a las concentraciones y en los dias indicados. El
medio se cambia después cada dos dias antes de la utilizacion de las células. La determinacion de la actividad
glicerol-3 fosfato deshidrogenasa (GPDH) y de la coloracion de los lipidos por aceite rojo (Oil Red O) se han descrito
anteriormente (Negrel, R. et al., Proc Natl Acad Sci USA, 1978. 75(12): p. 6054-8; Bezy, O., et al., J Biol Chem,
2005. 280(12): p. 11432-8).

Purificacion y analisis de los ARNs: Se han descrito la extraccion de los ARNs, la utilizacion de la transcriptasa
inversa y la determinacion de los niveles de ARNm por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Zaragosi, L.E. et al.,
Stem Cells, 2006. 24(11): p. 2412-9; Elabd, C., et al., Biochem Biophys Res Commun, 2007. 361(2): p. 342-8; Bezy,
0., et al., J Biol Chem, 2005. 280(12): p. 11432-8). La expresion de los genes de interés se ha normalizado con
respecto a la del gen TBP y cuantificada con la ayuda del método comparativo ACt. Las secuencias de los
cebadores oligonucleotidicos, obtenidas con la ayuda del Primer Express Software (Perkin Elmer Life Sciences), se
describen en la Tabla 1 siguiente.
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Analisis por inmunohuella: Los lisados celulares totales se analizan por inmunohuella, tal como se ha descrito
anteriormente (Bezy, O., et al., J Biol Chem, 2005. 280(12): p. 11432-8). Los anticuerpos primarios obtenidos en el
conejo anti-UCP1 humano y anti-TBP son unos productos de Santa-Cruz (Sant-Cruz, USA) y los anticuerpos
secundarios (conjugados con la peroxidasa de rabano picante) de los productos de Promega (Charbonniéres,
Francia). El sistema “Enhanced ChemiLuminescence” (Millipore, Saint-Quentin-Yvelines, Francia) se ha utilizado
para la deteccion.

Determinacion del consumo de oxigeno: El consumo de oxigeno se ha medido con la ayuda de un respirémetro de 2
camaras de inyeccién equipado de un termostato Peltier, de electrodos de tipo Clark y de agitadores magnéticos
integrados (Oxygraphe Oroboros, Insbriick, Austria). Las mediciones se han realizado a 37<C con una agitacion
permanente en un volumen de 2 ml de medio DMEM/F12 (1/1: v/v) que contiene un 10% de suero fetal de ternera.
Antes de cada medicién, el medio presente en las cdmaras se ha equilibrado con aire durante 30 min, después las
células recientemente tripsinadas se han transferido en este medio. Después de alcanzar un estado respiratorio
estacionario, el ATP sintasa se ha inhibido con la ayuda de oligomicina (0,25-0,5mg/l) y la actividad respiratoria de
las células se titula en presencia del agente desacoplante carbonilo cinida 3-clorofenilhidrazona (CCCP) a las
concentraciones optimas de 1-2 pM. La cadena respiratoria se ha bloqueado por 1 pg/ml de Antimicina A. Se ha
calculado el consumo de oxigeno con la ayuda del programa DataGraph (Oroboros Software). La actividad
respiratoria basal corresponde al consumo de oxigeno sensible a la Antimicina A. La estimulacion de la actividad
respiratoria se ha efectuado en presencia de 1 puM isoproterenol afiadido extemporaneamente en la camara de
inyeccion, siendo las mediciones realizadas como se ha descrito anteriormente.

Analisis estadistico: Los datos son expresados en valores medios + SD y son analizados por el ensayo t de Student.
Las diferencias son consideradas como significativas para P < 0,05.

1. Resultados

El UCP1 vy los marcadores adipocitarios marrones se expresan durante la diferenciacién de las células hMADS

Como se ha descrito anteriormente (Rodriguez, A.M., et al., Biochem Biophys Res Commun, 2004. 315(2): p.
255-63), la activacion de PPARYy es necesaria para la diferenciacion adipocitaria de las células hMADS-2 (figura 1A).
El tratamiento de las células durante 6 dias por unas concentraciones crecientes de rosiglitazona, entre los dias 3 y
9, conduce a una acumulacion lipidica y a la expresién de los genes GPDH y PPARy. Un tratamiento de una semana
suplementaria no aporta ningin cambio en la expresion de los genes GPDH y PPARy. En el dia 16, 20nM
rosiglitazona son suficientes para inducir una respuesta maxima, de acuerdo con la afinidad de PPARy para este
ligando (figura 1A-C). El conjunto de los resultados subraya que una exposicién de 6 dias de las células hMADS-2 a
la rosiglitazona permite la expresion maxima de los marcadores claves de los adipocitos blancos. Por el contrario, tal
exposicion entre los dias 3 y 9 conduce sélo a una expresion muy baja del ARNm y de la proteina UCP1. Sin
embargo, una exposicion a 20nM entre los dias 3 y 16 conlleva su fuerte expresion (figura 2A,B). A la inversa que
UCP1, una fuerte expresion del ARNm UCP2 ya se observa en el dia 9; aumenta debido a una exposicion mas larga
(figura 2C) y se detecta entonces la proteina UCP2 (B. Miroux y C. Ricquier, comunicacion personal). Estos
resultados sugieren que la duracion del tratamiento por la rosiglitazona permite modular la expresion del gen UCP1.
Asimismo, la expresion del gen CIDEA, detallada como estrechamente asociada a la del UCP1, aumenta (figura 2D)
(Zhou, Z., et al., Nat Genet, 2003. 35(1): p. 49-56). Comparados con los adipocitos blancos, los adipocitos marrones
presentan una mitocondriogénesis muy importante (Wilson-Fritch, L., et al., J Clin Invest, 2004. 114(9): p. 1281-9).
Efectivamente, el contenido en ARNm que codifica la carnitina palmitoiltransferasa mitocondrial (CPT1B) incremente
altamente cuando las células hMADS-2 cambian del fenotipo blanco al fenotipo marron (figura 2E).
Inesperadamente, los niveles de PPARa, PGC-1a, PGC-1 y PRDM16 son similares en los adipocitos que expresan
los fenotipos blanco o marrén (figura 6). Se sabe que los adipocitos marrones de roedores son mas susceptibles a la
apoptosis que los adipocitos blancos in vitro como in vivo. Estos adipocitos expresan al mismo tiempo la proteina
anti-apoptotica Bcl-2 y la proteina pro-apoptotica Bax (Briscini et al., FEBS Lett 1998. 431, 80-84; Lindquist and
Rehnmark, J Biol Chem1998. 273, 30147-30156; Nisali et al., Cell Death Differ 2006. 13, 2154-2156). Al contrario del
caso de los roedores, los adipocitos blancos humanos presentan una susceptibilidad importante a la apoptosis que
parece estar relacionada con la baja expresion de los genes anti-apoptoticos Bcl-2 y NAIP (Papineau et al.,
Metabolism 2003. 52, 987-992). Inesperadamente, el paso de las células hMADS del fenotipo blanco al fenotipo
marrén se acompafia de un aumento de la expresion del gen anti-apoptotico Bcl-2 y de una disminucién de la del
gen pro-apoptético Bax, implicando la relacién Bcl-2/Bax que pasa de 1 a 3,7 (figura 7), segun las especies, un
patron de expresion diferente de los genes asociados a la apoptosis. En la medida en la que UCP1 (figura 2), el
receptor 33-adrenérgico (figura 3A) y el receptor 2-AR (resultado no mostrado) son expresados cuando las células
hMADS-2 son expuestas a la rosiglitazona entre los dias 3 y 16, se ha analizado la respuesta funcional a los f-
agonistas. Como lo indican las figuras 3B y 3C, la expresion del ARNm UCP1 y la de la proteina UCP1 son
significativamente aumentadas después de una estimulacién durante 6h por el isoproterenol, un pan-agonista de los
receptores 3, y por el compuesto CL316243, un agonista 33 selectivo, para unas concentraciones de 10 a 100nM.
En resumen, una activacion crénica prolongada de PPARYy conlleva la expresion de UCP1 y la adquisicion de una
respuesta funcional a los agonistas .
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La regulacién de la expresion de UCP1 se produce en las células hMADS previamente diferenciadas en adipocitos
blancos

Los experimentos anteriores no permiten saber si un tratamiento de largo plazo de las células hMADS es necesario
para la adquisicion de un fenotipo marrén, o si una breve exposicion a la rosiglitazona de las células hMADS ya
diferenciadas en adipocitos blancos permite su transdiferenciacion. Con este objetivo, las células hMADS-2 se han
expuesto previamente a la rosiglitazona entre los dias 3 y 9, se ha eliminado el ligando y después se ha vuelto a
afadir entre los dias 14 y 16. Los resultados muestran que este tratamiento de dos dias de los adipocitos blancos es
suficiente para estimular la expresién de los genes UCP1, CIDEA y CPT1B (figura 4A). Este efecto es especifico de
PPARYy, no induciendo la activacién de PPARB/® y de PPARa por los ligandos especificos Wy14643 y L165041,
respectivamente, la expresiéon de la proteina UCP1. La sustitucion de la rosiglitazona por unos &cidos grasos
poliinsaturados como activadores/ligandos de los PPARs (acidos araquidénico, eicosapentaenoico y
docosahexaenoico presentes a 10uM) se muestra sin efecto sobre la expresion del gen UCP1 (resultados no
mostrados). El conjunto de estas observaciones demuestra que una activacion especifica de PPARy durante un
breve periodo de tiempo es suficiente para que los adipocitos blancos adquieran un fenotipo de adipocitos marrones.
Los efectos de la rosiglitazona sobre la expresion de UCP1 no estan restringidos a las células hMADS-2; se
observan también con las células hMADS-1 y hMADS-3 (Rodriguez, A.M., et al., J Exp Med, 2005. 201(9): p. 1397-
405), que se habian establecido respectivamente a partir del tejido adiposo de la region umbilical de una donante de
31 meses y de tejido adiposo pre-pubico de un donante de 4 meses (figura 8 y resultados no mostrados).

Consumo de oxigeno y desacoplamiento respiratorio de las células hMADS diferenciadas en adipocitos blancos y
marrones

Una caracteristica principal de los adipocitos marrones es una actividad respiratoria intensa y un desacoplamiento
importante de la fosforilacién oxidativa. EI consumo de oxigeno, determinado con la ayuda de un electrodo oxigeno-
sensible (Cannon, B. y J. Nedergaard, Physiol Rev, 2004. 84(1): p. 277-359) ha permitido medir las velocidades
relativas de respiracion. Los resultados muestran el efecto importante de un tratamiento a largo plazo por la
rosiglitazona sobre las actividades respiratoria total y desacoplada. Después de 20 dias de exposicion crénica que
permiten la adquisicion del fenotipo marrén, comparados con los valores obtenidos con las células hMADS-2
expuestas entre los dias 3 y 9 y que expresan el fenotipo blanco, estas dos actividades aumentan de 3 veces y 2,5
veces, respectivamente (figura 5, A y B). Cuando las células hMADS-2 e diferencian previamente en adipocitos
blancos, y después se tratan ulteriormente entre los dias 16 y 20 por la rosiglitazona, el aumento de las actividades
respiratoria total y desacoplada es menor, pero sigue siendo muy notable (figura 5, A y B). Una estimulacién
importante del consumo de oxigeno por un agonista especifico de los receptores B-adrenérgico tal como el
isoproterenol, se observa también durante la adquisicién de un fenotipo marrén (figura 5C). Estos resultados
muestran que la adquisicion del fenotipo marrén por las células hMADS-2 se acompafia, como se esperaba, via
UCP1, de un aumento del consumo de oxigeno, de la actividad desacoplante y de una estimulacion de la respiracion
por un agonista especifico de los receptores B-adrenérgicos, lo que demuestra que los adipocitos marrones
obtenidos a partir de las células hMADS son funcionales.

11l. Discusién

La técnica por emision de positrones con la ayuda de fluorodeoxiglucosa ha permitido demostrar recientemente, en
el ser humano adulto sano, a presencia de tejido adiposo marrén activo en los sitios distintos del tejido adiposo
blanco (Nedergaard, J., T. et al., Am J Physiol Endocrinol Metab, 2007. 293(2): p. E444-52). Asi, contrariamente al
consenso que ha prevalido durante estas Ultimas décadas, estas observaciones importantes sugieren la posibilidad
de estimular la actividad metabdlica de BAT a fin de modular los gastos energéticos en el hombre. En efecto, le
tejido adiposo marrén juega un papel importante en los roedores en la termogénesis adaptativa, su ablacién por
transgénesis conduce a la obesidad y se observa una disfunciéon en los roedores obesos (Cannon, B. y J.
Nedergaard, Physiol Rev, 2004. 84(1): p. 277-359; Lowell, B.B., et al., Nature, 1993. 366(6457): p. 740-2), mientras
que en el hombre, el papel de BAT sigue siendo controvertido (Cinti, S., Nutr Metab Cardiovasc Dis, 2006. 16(8): p.
569-74). En el plano farmacolégico, teniendo en cuenta el conjunto de estas observaciones, el desarrollo de un
modelo de adipocitos marrones humanos deberia por lo tanto resultar de suma importancia.

Nuestros resultados muestran por primera vez que de las células madre multipotentes humanas, establecidas a
partir de tejido adiposo de jovenes donantes y ya conocidos por diferenciarse en adipocitos blancos (Rodriguez,
A.M., et al., Biochem Biophys Res Commun, 2004. 315(2): p. 255-63; Rodriguez, A.M., et al., J Exp Med, 2005.
201(9): p. 1397-405), son también capaces de dar lugar a unos adipocitos marrones.

En el plano biolégico, nuestros resultados permiten adelantar la hipétesis segun la cual las células hMADS son de
las células madre inmaduras cuyo linaje se situaria secuencia arriba de los linajes blanco y marron. Una vez
introducidas en el linaje marrén, las células hMADS presentan todas las caracteristicas de los adipocitos marrones
de roedores; expresan los genes UCP1, CIDEA, PGC-1qa, PGC-18 y PRDM16, asi como los tres miembros de la
familia de los PPARs. Crucialmente, la adquisicion del fenotipo marrén se acomafia de un aumento importante d elas
actividades respiratorias y desacoplante. La modulacién positiva de la expresion de UCP1 por el isoproterenol y por
el compuesto CL316243 demuestra que la via de sefializacion generada por los receptores -adrenérgicos, en
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particular los receptores 3, es también funcional en estas células.

Hasta ahora, la presencia y la funcién de los receptores $3-adrenérgicos en el hombre siguen siendo controvertidas
(Lafontan, M. y M. Berlan, Trends Pharmacol Sci, 2003. 24(6): p. 276-83). Asi, los adipocitos marrones de los
jévenes babuinos expresan débilmente estos receptoresm pero no se observa ninguna lipolisis en respuesta a
cuatro agonistas B3-adrenérgicos (Viguerie-Bascands, N., et al., J Clin Endocrinol Metab, 1996. 81(1): p. 368-75).
Por otro lado, unos adipocitos marrones humanos inmortalizados por transgénesis y que expresan unos receptores
B3-adrenérgicos muestran sélo una baja actividad lipolitica en respuesta al CGP12177A, un agonista parcial 33, y
estos receptores aparecen so6lo débilmente acoplados a la adenilato ciclasa (Zilberfarb, V., et al., J Cell Sci, 1997.
110 (Pt 7): p. 801-7; Jockers, R., et al., Endocrinology, 1998. 139(6): p. 2676-84). En los dos casos, no se ha
generado ninguna estimulacion de la expresion de UCP1 y ninguna actividad respiratoria desacoplante en respuesta
a un agonista especifico B3, contrariamente a los resultados de nuestros trabajos. Ademas, no se ha generado
ninguna estimulaciéon de la actividad respiratoria por un agonista especifico de los receptores especificos de los
receptores (3-adrenérgicos.

La rosiglitazona pertenece a la familia de las tiazolidinedionas, una clase de moléculas insulino-sensibilisantes
utilizadas en el tratamiento del diabetes de tipo 2 (Olefsky, J.M. y A.R. Saltiel, Trends Endocrinol Metab, 2000. 11(9):
p. 362-8). Promete la diferenciacion adipocitaria terminal activando especificamente PPARy (Rodriguez, A.M., et al.,
Biochem Biophys Res Commun, 2004. 315(2): p. 255-63; Tai, T.A., et al., J Biol Chem, 1996. 271(47): p. 29909-14;
Forman, B.M., et al., Cell, 1995. 83(5): p. 803-12). La activacion de PPARYy se produce en los preadipocitos blancos
como en los preadipocitos marrones y conduce a su diferenciacion en adipocitos blancos y marrones,
respectivamente (Nedergaard, J., et al., Biochim Biophys Acta, 2005. 1740(2): p. 293-304; Petrovic, N. et al., Am J
Physiol Endocrinol Metab, (20 de mayo de 2008). doi:10.1152/ajpendo.00035.2008).

Notablemente, a pesar de la presencia de rosiglitazona y a pesar del hecho de que la activacion de la via PKA por el
“coctel” DEX/IBMX se muestra indispensable durante los tres primeros dias de la diferenciacion, este efecto
estimulador se revela insuficiente y sélo se produce una diferenciacién en adipocitos blancos. Después de la
eliminacion de DEX/IBMX del medio de cultivo, es llamativo constatar que la adquisicion de un fenotipo de adipocito
marrén por las células hMADS depende entonces soélo de la duracion de la activacién de PPARYy por la rosiglitazona,
mientras que incluso PGC-1a, PGC-13 y PRDM16 estan ya totalmente expresados en las células que expresan el
fenotipo blanco.

Se sabe que en el raton, PRDM16 induce en los adipocitos blancos la expresion de UCP1, sin embargo la activacion
de PPARYy es necesaria para la expresion de CIDEA y de los componentes mitocondriales (Seale, P., et al., Cell
Metab, 2007. 6(1): p. 38-54). Nuestros resultados estan en acuerdo con estas observaciones y con la presencia de
un elemento de respuesta a los PPARs en el promotor del gen CIDEA (Viswakarma, N., et al., J Biol Chem, 2007.
282(25): p. 18613-24). Sin embargo, no se excluye que, ademas de la expresion de PRDM16, PGC-1a y PGC-1j,
una exposicién prolongada a la rosiglitazona induzca otros eventos moleculares que serian también necesarios para
la plena adquisicién de un fenotipo marrén. Un andlisis transcriptémico diferencial entre las células hMADS tratadas
brevemente o ampliamente con rosiglitazona deberia aportar unos elementos de respuesta a esta hipétesis.

La rosiglitazona, al normalizar la glucemia y la insulinemia, conlleva un aumento del peso corporal tanto en el animal
como en numerosos pacientes (Carmona, M.C., et al., Int J Obes (Lond), 2005. 29(7): p. 864-71; Goldberg, R.B.,
Curr Opin Lipidol, 2007. 18(4): p. 435-42; Home, P.D., et al., Diabet Med, 2007. 24(6): p. 626-34; Joosen, A.M., et al.,
Diabetes Metab Res Rev, 2006. 22(3): p. 204-10). Nuestros resultados no excluyen la posibilidad de que, en el ser
humano, pueda también, aunque de manera insuficiente, aumentar la actividad de BAT observada en una
proporcién importante de individuos sanos (Nedergaard, J. et al., Am J Physiol Endocrinol Metab, 2007. 293(2): p.
E444-52; Cypess, AM et al., N. Engl. J. Med. 2009. 360: p. 1509-17; Saito, M. et al., Diabetes 2009. Publish Ahead
of Print, Online April 28; van Marken Lichtenbelt, W et al., N. Engl. J. Med. 2009. 390: p. 1500-08; Virtanen, KA et al.,
N. Engl. J. Med. 2009. 360: p. 1518-1525).

La contribucidon de BAT a los gastos energéticos, en el caso de la termogénesis no-temblorosa o inducida por un
régimen hipercaldrico, esta bien establecida en los roedores. En el hombre, las diferencias de ganancia de peso
observadas entre los individuos parecen estar relacionados con las diferencias en su capacidad para aumentar los
gastos energéticos en respuesta a las ingestas (Lowell, B.B. y E.S. Bachman, J Biol Chem, 2003. 278(32): p. 29385-
8), y la masa de tejido adiposo marron es inversamente proporcional a la masa del tejido adiposo blanco (Saito, M.
et al., Diabetes 2009. Publish Ahead of Print, Online April 28; Virtanen, KA et al., N. Engl. J. Med. 2009. 360: p.
1518-1525). Si estas observaciones son relacionadas con capacidades diferentes entre los individuos para aumentar
la masa y/o la actividad de BAT, nuestro modelo de adipocitos marrones humanos deberia permitir el cribado de
moléculas capaces de aumentar la formacién y las funciones de BAT, en particular estimulando la expresion de
PRDM16 y las capacidades respiratoria y desacoplante de las células. Entre las posibilidades, se podria considerar
un aumento de la expresion de UCP1 gracias a la doble activacion de la via PKA a través de los receptores
B-adrenérgicos y a través del receptor TGR5 activado por las sales biliares (Watanabe, M., et al., Nature, 2006.
439(7075): p. 484-9).
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IV. Resultados complementarios
Los materiales y métodos son los indicados en el punto | de la parte Ejemplos anterior.

1- Unos trabajos recientes han mostrado en el raton i) la existencia de una firma miogénica de los adipocitos
marrones distinta de la de los adipocitos blancos (Timmons et al., 2007; Seale et al., 2008, Nature 454:961-
967) y ii) la posibilidad de generar unos adipocitos marrones a partir de precursores blancos por tratamiento
por la Bone Morphogentic Protein 7 (BMP7) (Tseng et al., 2008. Nature 454:1000-1004) o por transgénesis
(Tiraby, C et al., J. Biol; Chem. 2003. 278: p. 33370-76).

Se ha podido mostrar que nuestras células humanas hMADS no poseen firma muscular ya que no expresan
el gen Myf5 ni durante la fase de proliferacién ni durante y después de su diferenciacion en células adiposas
como en células Gseas.

Ademas, el tratamiento por la tnica BMP7 de las células hMADS no permite su diferenciacion en adipocitos
en ausencia de la rosiglitazona, sino que conlleva por el contrario un bajo aumento de la expresion de la
proteina UCP-1 sobre las células previamente diferenciadas en adipocitos blancos.

2- Los efectos de la rosiglitazona sobre la diferenciacién de las células hMADS en adipocitos blancos y
marrones se miden por el receptor nuclear PPARYy. En efecto, la adicién al medio de diferenciacion de un
antagonista de PPARYy, el compuesto GW 9662, impide por un lado la diferenciacion de las células hMADS en
adipocitos, y no permite por otro lado la expresion del gen UCP-1 en las células previamente diferenciadas en
adipocitos blancos.

3- Comparados con los adpocitos blancos, los adipocitos marrones presentan una mitocondriogénesis muy
importante. Se ha mostrado que el contenido en ARNm que codifica la carnitina palmitoiltransferasa
mitocondrial (CTP1B) incrementa en gran medida cuando las células hMADS-2 cambian del fenotipo blanco
al fenotipo marrén. Unos resultados recientes muestran que la actividad Citocroma C oxidasa (marcador de la
membrana interna mitocondrial) aumenta también en los adipocitos hMADS marrones comparado con los
adipocitos blancos, reforzando asi nuestras observaciones sobre el aumento de la mitocondriogénesis
durante la transicion del fenotipo blanco hacia el fenotipo marrén.

4- En los roedores, los &cidos biliares que provienen de la reabsorcion intestinal se unen a un receptor acoplado
a las proteinas G (TGR5) situado sobre la membrana plasmica de los adipocitos marrones. La produccién de
AMPc estimula la expresion de una yodotironina desiodinasa de tipo 2 que aumenta las concentraciones
intracelulares de T3. Estas estimulan entonces el desacoplamiento mitocondrial por medio de UCP y la
disipacién de energia en forma de calor (Watanabe et al., 2006). En el hombre, tal sistema no se ha descrito
jamés. Las células hMADS expresan el gen TGR5 durante la diferenciacion adipocitaria que permite asi
considerar unos estudios farmacoldgicos con la ayuda de ligandos agonistas del receptor TGR5 sobre el
desacoplamiento de la respiracion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de diferenciacion de una poblacién de células madre humanas multipotentes derivadas del tejido
adiposo (células hMADS) en una poblacién de adipocitos marrones humanos funcional, que comprende la
estimulacion de dichas células hMADS por un agonista especifico del receptor PPAR gamma, siendo dicho agonista
una tiazolinediona, y llevandose a cabo esta estimulacion:

- 0 bien durante un periodo de una duracion comprendida entre 10 y 30 dias,

- 0 bien (i) durante un primer periodo de diferenciacion de las células hMADS en adipocitos blancos de una
duracion comprendida entre 2 y 9 dias, (ii) estando dicho primer periodo seguido de un segundo periodo de
una duracién comprendida entre 2 y 10 dias durante la cual se detiene la estimulacion, (iii) estando dicho
segundo periodo seguido de un tercer periodo de estimulacion de una duracién comprendida entre 1 y 10
dias.

2. Procedimiento de diferenciacion segin la reivindicacion 1, en el que dicha tiazolinediona se selecciona de entre
el grupo constituido por la rosiglitazona, la ciglitazona, la pioglitazona, la darglitazona y la troglitazona.

3. Procedimiento de diferenciacion segun la reivindicacion 2, en el que la concentracion en agonista especifica del
receptor PPAR gamma esta comprendida entre 5 nM y 1000 nM cuando el agonista es la rosiglitazona, entre 0,2 uM
y 10 uM cuando el agonista es la pioglitazona, entre 0,5 uM y 20 uM cuando el agonista es la ciglitazona, entre 0,2 y
20 puM cuando el agonista es la darglitazona y entre 0,2 y 10 uM cuando el agonista es la troglitazona.

4. Procedimiento de diferenciacion segun una de las reivindicaciones 1 a 3, que ademas comprende la verificacion
de la funcionalidad de la poblaciéon de adipocitos marrones humanos obtenida después de la diferenciacion de la
poblacion de células hMADS, comprendiendo dicha verificacion las etapas sucesivas siguientes:

- estimular la actividad respiratoria de dicha poblacion de adipocitos marrones humanos por un agonista
especifico de un receptor beta-adrenérgico seleccionado de entre el grupo constituido por isoproterenol,
noradrenalina, adrenalina, dobutamina, terbutalina y el compuesto CL316243,

- cuantificar la expresién del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de oxigeno, y

- verificar que dicha poblacion es funcional cuando la expresion del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de
oxigeno es aumentado con respecto al obtenido en ausencia de estimulacion por dicho agonista especifico
de un receptor beta-adrenérgico.

5. Procedimiento de diferenciacion segin la reivindicacion 4, en el que el agonista especifico de un receptor beta-
adrenérgico es el isoproterenol.

6. Procedimiento de diferenciacién segun la reivindicacién 4 o 5, en el que la concentracidon en agonista especifico
de un receptor beta-adrenérgico esta comprendida entre 1 nM y 1000 nM.

7. Procedimiento de conversion de una poblacion de adipocitos blancos humanos en una poblacion de adipocitos
marrones humanos funcional, que comprende la estimulacion de dicha poblacion de adipocitos blancos humanos por
un agonista especifico de PPAR gamma durante una duracion comprendida entre 1 y 10 dias, siendo dicho agonista
una tiazolinediona.

8. Procedimiento de conversién segun la reivindicacion 7, en el que dicha tiazolinediona se selecciona de entre el
grupo constituido por la rosiglitazona, la ciglitazona, la pioglitazona, la darglitazona y la troglitazona.

9. Procedimiento de conversion segun la reivindicacion 8, en el que la concentracion en agonista especifico del
receptor PPAR gamma esta comprendida entre 5 nM y 1000 nM cuando el agonista es la rosiglitazona, entre 0,2 uM
y 10 uM cuando el agonista es la pioglitazona, entre 0,5 uM y 20 uM cuando el agonista es la ciglitazona, entre 0,2 y
20 puM cuando el agonista es la darglitazona y entre 0,2 y 10 uM cuando el agonista es la troglitazona.

10. Procedimiento de conversion segun una de las reivindicaciones 7 a 9, que ademéas comprende la verificacion de
la funcionalidad de la poblacion de adipocitos marrones humanos obtenida después de la conversion de la poblacion
de adipocitos blancos humanos, comprendiendo dicha verificacion las etapas sucesivas siguientes:
- estimular la actividad respiratoria de dicha poblacion de adipocitos marrones humanos por un agonista
especifico de un receptor beta-adrenérgico seleccionado de entre el grupo constituido por isoproterenol,
noradrenalina, adrenalina, dobutamina, terbutalina y el compuesto CL316243,

- cuantificar la expresién del gen que codifica UCP1 y/o del consumo de oxigeno, y
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- verificar que dicha poblacion es funcional cuando la expresion del gen que codifica UCP1 y/o el consumo de
oxigeno es aumentado con respecto al obtenido en ausencia de estimulacion por dicho agonista especifico
de un receptor beta-adrenérgico.

11. Procedimiento de conversion segun la reivindicacion 10, en el que el agonista especifico de un receptor beta-
adrenérgico es el isoproterenol.

12. Procedimiento de conversion segin la reivindicacion 10 u 11, en el que la concentracién en agonista especifico
de un receptor beta-adrenérgico esta comprendido entre 1 nM y 1000 nM.

13. Método de identificacién de una molécula o combinacién de moléculas susceptible de favorecer la formacién de
adipocitos marrones humanos y/o de tratar el sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto, que comprende las etapas
sucesivas siguientes:

a) llevar a cabo el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, de manera que se obtenga
una poblacion de referencia de adipocitos marrones humanos funcional,

b) poner en contacto una poblacién de células hMADS con dicha molécula o combinacién de moléculas,
c¢) identificar dicha molécula o combinacion de moléculas como siendo susceptible de favorecer la formacion de
adipocitos marrones humanos y/o de tratar el sobrepeso y/o la obesidad en un sujeto cuando la poblacién de

células hMADS de la etapa b) expresa el fenotipo de la poblacién de referencia de adipocitos marrones
humanos funcional de la etapa a).
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