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Résumé 

L’hypothalamus est une aire cérébrale clé dans la régulation de l’homéostasie énergétique qui 
contrôle notamment la prise alimentaire et les dépenses énergétiques. Pour cela, 
l’hypothalamus intègre des signaux humoraux, neuraux ainsi que des informations directement 
données par les différents nutriments. Les neurones et les cellules gliales hypothalamiques 
agissent de concert pour réguler dans le temps et l’espace les fonctions métaboliques de 
l’hypothalamus. Aussi il pourrait exister un lien causal entre inflammation hypothalamique et les 
dérégulations du comportement alimentaire, comme la perte de poids ou l’obésité. Cette 
neuroinflammation perturberait l’activité cellulaire ainsi que la synthèse et/ou la sécrétion de 
multiples neurotransmetteurs/médiateurs, dérégulant l’homéostasie énergétique. 

Les objectifs de cette thèse portaient sur le rôle de l’inflammation hypothalamique dans le 
développement d’une perte ou d’un gain de poids excessifs. Nous avons cherché à identifier 
les relais moléculaires entre l’inflammation centrale ou systémique et les systèmes 
neuropeptidergiques de l’hypothalamus impliqués dans la régulation de l’homéostasie 
énergétique, en nous concentrant sur les chimiokines. 

D’une part, nous avons identifié la chimiokine CCL2 et son récepteur CCR2 comme des 
éléments de signalisation essentiels dans la perte de poids associée à une inflammation aigue 
chez la souris induite par l’injection centrale de lipopolysaccharide bactérien. L’activation de 
CCR2 exercerait des effets inhibiteurs directs sur les neurones hypothalamiques exprimant la 
MCH, peptide connu pour ses effets orexigènes, qui contribueraient à la perte de poids induite 
par l’injection de lipopolysaccharide ou de CCL2. 

D’autre part, nous nous sommes intéressés à la réponse inflammatoire dans l’hypothalamus 
suite à une consommation de régimes hyperlipidiques, entraînant, à terme, un gain de poids 
voire une obésité. Nous avions trois objectifs : 1) identifier une chimiokine pouvant lier 
inflammation hypothalamique et augmentation de la prise alimentaire et/ou du poids ; 
2) déterminer si la nature des lipides contenus dans le régime hyperlipidique peut influencer le 
développement de l’obésité, et 3) identifier l’impact de la consommation d’un régime 
hyperlipidique à très court-terme, sur la plasticité gliale dans l’hypothalamus. 

Nous avons trouvé, dans des modèles murins d’obésité nutritionnelle, que 1) la chimiokine 
CCL5 favoriserait la prise de poids, possiblement en augmentant l’activité des neurones 
hypothalamiques à MCH ; 2)  modifier la nature des lipides composant un régime hyperlipidique 
a un impact sur la cinétique de développement de l’obésité, en lien avec des changements du 
profil inflammatoire et 3) la consommation excessive de lipides peut induire une astrogliose et 
une microgliose très précoces dans l’hypothalamus médio-basal. En conclusion, la 
consommation excessive de lipides, notamment saturés, peut entraîner une inflammation 
centrale, qui elle-même, pourrait contribuer à l’obésité en activant des réseaux de 
neuropeptides hypothalamiques. 

L’ensemble de nos résultats qui identifient les chimiokines comme cibles thérapeutiques 
potentielles dans le traitement des dérégulations du comportement alimentaire, souligne 
l’intérêt de cibler l’inflammation hypothalamique dans ces pathologies. 

 

Mots-clés : neuroinflammation, perte de poids, obésité, comportement alimentaire, 
hypothalamus, chimiokines, neuropeptides, régimes hyperlipidiques. 
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ABSTRACT 

Abstract 

The hypothalamus is a key brain region in the regulation of energy homeostasis, in particular 
by controlling food intake and energy storage and expenditure. It integrates humoral, neural 
and nutrient-related signals and cues to ensure balance between energy intake and 
expenditure. Hypothalamic neurons and glial cells orchestrate together, both spatially and 
temporally, correctly regulated metabolic functions of the hypothalamus. 

Numerous studies suggest a causal link between hypothalamic inflammation and the 
deregulations of feeding behavior, such as weight-loss (symptom of a primary disease) or 
obesity. This inflammation would disrupt cellular activity together with synthesis and/or 
secretion of multiple neurotransmitters/mediators that are involved in the maintenance of 
energy homeostasis. 

The general goal of this thesis was to increase our knowledge on the role of the 
hypothalamic inflammation in the occurrence of excessive weight loss or gain. Furthermore, 
we sought to identify mediators that could act as intermediaries between central or 
systemic inflammation and neuropeptidergic systems of the hypothalamus that are involved 
in the regulation of energy homeostasis, focusing on chemokines. 

First, we studied the effect of a central injection of bacterial lipopolysaccharide, mimicking a 
acute and strong inflammation state in mice. We identified the chemokine CCL2 and its 
receptor CCR2 as essential signaling elements in the weight-loss induced by this treatment. 
The activation of CCR2 would exert direct inhibitory effects on hypothalamic neurons 
expressing MCH, a peptide known to have orexigenic and energy conservative effects, thus 
contributing to the weight-loss elicited by a lipopolysaccharide or CCL2 injection. 

Second, we were interested in the inflammatory response of the hypothalamus to high-fat 
feeding, which, eventually, induces weight-gain and possibly obesity. We determined three 
main objectives: 1) to identify a chemokine that could link hypothalamic inflammation and 
food intake increase and/or weight-gain in an obese context; 2) to determine if the nature of 
the lipids entering the composition of a high-fat diet can alter the kinetics of obesity 
development and 3) to identify the impact of very brief high-fat feeding on glial plasticity in 
the hypothalamus. We found in murine models that: 1) the chemokine CCL5 would promote 
weight-gain, possibly by enhancing the activity of hypothalamic MCH neurons; 2) altering 
the lipid composition of a high-fat diet changes the kinetics of the development of diet-
induced obesity, together with changes in the inflammatory profile of mice and 3) an 
excessive dietary lipid intake can induce very early astrogliosis and microgliosis in the 
mediobasal hypothalamus. In conclusion, excessive dietary intake, in particular saturated 
fatty acids, can induce a central inflammation, which can, in turn, promote the development 
of obesity through activation of specific neuropeptidergic circuits in the hypothalamus. 

Taken together, our results underline the interest of reducing hypothalamic inflammation to 
fight feeding behavior deregulations and identify chemokines as putative therapeutic 
targets. 

 

Key words: neuroinflammation, weight-loss, obesity, feeding behavior, hypothalamus, 
chemokines, neuropeptides, high-fat diets. 
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BDNF « brain-derived neurotrophic factor » 

BHE barrière hémato-encéphalique 

CA comportement alimentaire 

CART « cocaine- and amphetamine-regulated 

transcript » 

CCK cholécystokinine 

CCL2 CC-chemokine ligand 2 ; MCP1 

(« monocyte-chemoattractant protein 1 ») 

CCL5 CC-chemokine ligand 5 ; RANTES, 

« regulated upon activation, normal T-cell 

expressed and secreted » 

CCR1 CC-chemokine receptor 1  

CCR2 CC-chemokine receptor 2  

CCR3 CC-chemokine receptor 3  

CCR5 CC-chemokine receptor 5 

CD « cluster of differentiation » 

CDV complexe dorso-vagal 

CPA cellule(s) présentatrice(s) d’antigène 

CRH « corticotropin-releasing hormone » ; cortico-

libérine 

CXCL12 CXC-chemokine ligand 12 

CXCR4 CXC-chemokne receptor 4 

DARC « duffy antigen receptor for 

chemokines » 

DHA « docosahexaneoic acid » ; acide 

docosahexaénoïque 

DMN « dorsomedial nucleus » ; noyau dorso-

médian 

DMV noyau moteur dorsal du nerf vague 

DT2 diabète de type 2 

DTR « diphteria toxin receptor » 

EIA « enzyme immunoassay » 

ELISA « enzyme-linked immunosorbent assay » 

EM éminence médiane 

EPA « eicosapentaneoic acid » ; acide 

eicosapentaénoïque 

ERK « extracellular signal-regulated protein 

kinase » 
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FOXO1 « Forkhead box protein O1 » 

GABA « γ-aminobutyric acid » ; acide γ-

aminobutyrique 

GAG glycosaminoglycane(s) 

GAPDH Glycéraldehyde 3-phosphate déshy-

drogénase 

GFAP « glial fibrillary acidic protein » 

GHSR-1a « growth hormone secretagogue 

receptor 1 a » 

GI gastro-intestinal 

GL gastrectomie longitudinale 

GLP-1 « glucagon-like peptide-1 » 

GLUT-4 « glucose transporter type 4 » 

GOAT « ghrelin O-acyltransferase » 

HFD « high-fat diet » ; régime hyperlipidique 

Iba1 « ionized calcium-binding adapter molecule 1 » 

ICV intracérébroventriculaire 

IKK « inhibitor of κ kinase »  

IL interleukine 

IL-1β interleukine-1β 

IL-1R1 « interleukin 1 receptor, type I » 

IL-1RAcP « interleukin 1 receptor accessory 

protein » 

IL-6 interleukine-6 

IL-6R « IL-6 receptor »  

IMC indice de masse corporelle 

IP intrapéritonéale 

IR « insulin receptor» ; récepteur de l’insuline  

IRS « insulin receptor substrate » 

JAK « janus kinase » 

JNK « c-jun N-terminal kinase »  

LepR « leptin receptor » 

LepRb « leptin receptor isoform B » 

LHA « lateral hypothalamic area » ; hypothalamus 

latéral  

LPS lipopolysaccahride 

MAPK « mitogen-activated protein kinase » 

MBH « medio-basal hypothalamus » ; hypothalamus 

médio-basal 

MC3R « melanocortin 3 receptor » 

MC4R « melanocortin 4 receptor »  

MCH « melanin-concentrating hormone  

MCHR1 « MCH receptor 1 »  

MCHR2 « MCH receptor 2 » 

MCP « monocyte-chemoattractant protein » 

MCP1 « monocyte-chemoattractant protein 1 » ; 

CCL2, « CC-chemokine ligand 2 » 

mTOR « mammalian target of rapamycin » 

NAc noyau accumbens 

NF-κB « nuclear factor-κB » 

NK « natural killer » 

NK3 « tachykinin receptor 3 » 

NLRP3 « NOD-like receptor family, pyrin 

domain containing 3 » 

NPY neuropeptide Y 

NTS noyau du tractus solitaire 

OCV organe(s) circumventriculaire(s) 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 

OX orexine(s) 

OX1R « OX receptor 1 »  

OX2R « OX receptor 2 » 

NPY neuropeptide Y 

PGE2 prostanglandine(s) de la série E2 

PKCθ « protein kinase C θ » 

PKR « protein kinase R » 

PLC phospholipase C 
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POMC pro-opiomélanocortine 

PPAR « peroxisome proliferator-activated receptor » 

PTEN « Phosphatase and tensin homolog » 

PTP1B « protein-tyrosine phosphatase 1B » 

PVN « paraventricular nucleus » ; noyau para-

ventriculaire 

PYY peptide tyrosine tyrosine  

qPCR « quantitative polymerase chain reaction » 

RANTES RANTES (« regulated upon activation, 

normal T-cell expressed and secreted ») ; CCL5, 

« CC-chemokine ligand 5 » 

RCPG récepteur(s) couplé(s) aux protéines G 

REM (sommeil) « rapid-eye movement » ; 

sommeil paradoxal 

ROS « reactive oxygen species » ; espèces 

réactives de l’oxygène 

RT-PCR « reverse transcription polymerase 

chain reaction » 

S6K « S6 kinase » 

SF1 « steroidogenic factor 1 » 

SNC système nerveux central 

SOCS « suppressor(s) of cytokine signaling » 

STAT « Signal Transducers and Activators of 

Transcription » 

TA tissu adipeux 

TCA troubles du comportement alimentaire 

TG triglycérides 

TH tyrosine hydroxylase 

TLR « toll-like receptor » 

TNFR1 « TNF receptor 1 » 

TNFR2 « TNF receptor 2 » 

TRH « thyrotropin-releasing hormone » ; hormone 

thyréotrope 

TRKB « Tropomyosin receptor kinase B » 

TTX tétrodotoxine 

VIH virus de l’immunodéficience humaine 

VMN « ventromedial nucleus » ; noyau ventro-

médian 

TNF-α tumor necrosis factor-α 
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AVANT-PROPOS 

Avant-propos 

La recherche d’aliments et la consommation de nourriture sont des fonctions 

physiologiques essentielles au maintien de l’intégrité d’un organisme, à la reproduction et 

donc à la survie d’une espèce, si elles sont réalisées dans des proportions adaptées. En 

effet, il est important d’assurer un équilibre entre apports et dépenses énergétiques en 

fonction des besoins. On parle ainsi de balance énergétique. Le maintien de celle-ci garantit 

aussi, normalement, un poids corporel adéquat. 

La régulation du comportement alimentaire (CA) et du poids corporel est majoritairement 

réalisée au niveau central. Chez les Mammifères, la régulation du CA et du poids corporel 

est un processus complexe, contrôlé par un grand nombre de systèmes neuraux, répartis 

dans le système nerveux central (SNC), et redondants, dans le but d’être infaillibles.  

Malgré ces « précautions », les temps modernes surtout, ont vu naître et se répandre de 

nombreuses conditions pathologiques, problèmes de santé publique majeurs pour la 

plupart, où la régulation du CA est fortement altérée comme l’obésité, l’anorexie-cachexie, 

les troubles du CA (TCA ; par ex. anorexie mentale, boulimie)… Les origines de ces 

conditions sont diverses : conséquences d’une pathologie primaire, génétique ou non (ex. 

trouble hormonal, cancer), causes psychologiques, traitements médicamenteux… 

Cependant, il est intéressant de noter qu’il est possible de faire le lien entre certaines de ces 

conditions où la dérégulation du CA devient pathologique. En effet, l’obésité et l’anorexie-

cachexie ont été associées toutes deux à un état inflammatoire, en périphérie notamment. 

Or, les mécanismes neuro-immunitaires impliqués dans ces dérégulations du CA sont à 

l’heure actuelle encore méconnus. 

Mes travaux de thèse ont eu pour but général d’étudier le rôle de l’inflammation au niveau 

central particulièrement, dans le développement et/ou le maintien de pathologies du CA, 

aux manifestations majoritairement périphériques (perte ou gain de poids trop important(e)). 

Ainsi, au cours de ma thèse : 

• nous aurons pu identifier la chimiokine CCL2 (« CC-chemokine ligand 2 ») comme 

intermédiaire crucial dans la perte de poids associée à une inflammation de forte 

intensité. Ces travaux font l’objet d’un article en cours de soumission ; 

• nous avons étudié l’implication de la chimiokine CCL5 (« CC-chemokine ligand 5 ») 

dans le développement de l’obésité, dans un modèle d’obésité nutritionnelle induite 

par la consommation d’un régime hyperlipidique, par action sur des réseaux 

neuronaux impliqués dans la régulation de la prise alimentaire ; 
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• nous avons étudié si la nature des lipides constituant un régime hyperlipidique peut 

modifier le développement de l’obésité ; 

• enfin, nous avons étudié l’effet de la consommation, pendant des intervalles de 

temps très brefs (quelques heures), d’un régime hyperlipidique (qui à long-terme 

mène au développement d’une obésité) sur la réponse inflammatoire dans des aires 

cérébrales clés de la régulation du CA. 
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INTRODUCTION 
1. Régulation centrale du comportement alimentaire et du poids corporel 

1. Régulation centrale du comportement alimentaire et du 
poids corporel 

La régulation du CA et du poids corporel est assurée par des systèmes neuraux distribués 

dans tout le SNC. La redondance de ces systèmes et la complexité de ce processus – 

conservé et amélioré durant l’évolution – illustrent l’importance biologique de garantir des 

niveaux d’adiposité appropriés. 

Pour réaliser une régulation fine de la balance énergétique, les différents systèmes 

impliqués intègrent un grand nombre d’indices cognitifs, hédoniques, émotionnels et 

homéostatiques : la disponibilité en nourriture, la nature « palatable » de la nourriture, 

l’odeur et le goût des aliments, les sensations de faim/satiété à court-terme, des signaux 

liés directement aux nutriments (glucose,…) et les signaux d’adiposité (pour une régulation 

à long-terme) par exemple (figure 1). 

L’intégration de ces signaux entraîne des « évènements » comportementaux, autonomiques 

et endocrines qui adaptent le comportement alimentaire à l’état métabolique de l’individu, à 

court- et long-terme. Cependant, d’autres facteurs, de nature différente, sont capables 

d’influencer ces systèmes, qu’ils soient environnementaux, génétiques, épigénétiques… 

Selon la nature des informations (métaboliques, cognitives…) reçues au niveau central et 

l’aspect « temporel » de la régulation du comportement alimentaire envisagé (à court- ou 

long-terme), les aires cérébrales impliquées sont différentes. L’aspect 

homéostatique/métabolique de la régulation du CA fait appel majoritairement à 

l’hypothalamus et au tronc cérébral alors que les aspects cognitifs, hédoniques, 

émotionnels, impliquent surtout les circuits cortico- et méso-limbiques de récompense. 

 Régulation hédonique du comportement alimentaire par le système 1.1.

limbique 

L’approvisionnement et l’ingestion de nourriture sont essentiels pour la survie et la 

procréation dans toutes les espèces. De ce point de vue, il est donc intéressant que la 

recherche et la consommation de nourriture soient des comportements motivés, dirigés 

vers un but. La consommation de nourriture et la nourriture elle-même sont de puissants 

stimuli naturels de récompense. C’est pour cela que les signaux environnementaux 

associés à la nourriture acquièrent, à travers l’apprentissage et la mémoire (« learning » 

Berridge and Robinson, 2003; Berridge et al., 2009), des propriétés incitatrices et/ou de 

récompense. 
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Figure 1. Intégration de signaux périphériques et régulation de l'homéostasie énergétique par le système nerveux 
central (d’après Morton et al., 2014). Le système nerveux central (SNC) intègre des signaux depuis les tissus stockant 
l’énergie à long-terme (en violet ; ex. : la leptine depuis le tissu adipeux (TA)) ainsi que des signaux à court-terme liés au repas 
(nutriments (en rouge) et signaux de satiété viscéraux (en bleu)) afin de réguler la prise alimentaire et la dépense énergétique 
de manière à maintenir des stocks de masse grasse corporelle stables et adaptés au cours du temps. Une balance 
énergétique positive induite par une surconsommation de nourriture inhibe les propriétés de récompense attachées à la 
nourriture et favorise au contraire la satiété induite par le repas, réduisant ainsi la prise alimentaire. En réponse à une 
déprivation énergétique, les réponses adaptatives du SNC sont engagées pour augmenter les propriétés de récompense de la 
nourriture et réduire la réponse aux signaux de satiété, résultant collectivement à une augmentation de la prise alimentaire 
jusqu’à ce que les stocks de masse grasse soient revenus à un niveau adéquat. CCK, cholécystokinine ; FFAs, acides gras 
libres (« free fatty acids ») ; GLP1, glucagon-like peptide 1. 

 

Figure 2. Modèle d'intégration des signaux liés à la récompense - Circuit cérébral de la récompense (d’après Morton et 
al., 2006). La composante hédonique de la régulation de la prise alimentaire est modulée par des paramètres extérieurs non 
schématisés ici (odorat, vue, goût, stress…). Les neurones de l’aire tegmentale ventrale (VTA) projettent vers des aires du 
prosencéphale comme le noyau accumbens (NAc) ou le striatum où ils libèrent de la dopamine. Les neurones de la VTA et du 
striatum peuvent aussi projeter vers des aires corticales supérieures. Des signaux descendants sont alors émis par le cortex 
vers des structures comme l’amygdale (Amy). De cette manière, une valeur de récompense peut être associée à une nourriture 
palatable et les neurones de l’Amy et du NAc projettent alors vers l’hypothalamus latéral (LHA) pour influencer la prise 
alimentaire. Amy, amygdale ; GP, globus pallidus ; NAc, noyau accumbens ; VTA, aire tegmentale ventrale (« ventral tegmental 
area »). 
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L’information à propos des propriétés physiques de la nourriture (ex. odeur, couleur, goût, 

texture et température) et les contextes sociaux associés à l’action de manger est transmise 

via des voies sensorielles polymodales, à plusieurs structures du cerveau. 

La perception de la récompense liée à la nourriture commence avec la génération d’une 

information par des cellules orales réceptrices du goût, qui est ensuite transmise au noyau 

du tractus solitaire (NTS) par des fibres sensorielles afférentes. Depuis le NTS, l’information 

relative au goût est transportée à divers sites dans le rhombencéphale (par ex. le noyau 

parabrachial), le mésencéphale (aire tegmentale ventrale (ATV)) et le prosencéphale (ex. 

noyau accumbens (NAc), striatum, thalamus, cortex,…) (Kelley et al., 2005), qui sentent et 

discernent collectivement les goûts et les textures, leur assignant une valeur de 

récompense (figure 2). Le traitement supérieur des informations de goût chez les Primates 

implique les neurones primaires du goût dans le cortex insulaire qui reçoivent leurs 

informations depuis les neurones du NTS, via le thalamus. Les neurones primaires projettent 

vers des neurones secondaires du goût dans le cortex orbitofrontal qui intègrent 

l’information du goût avec des entrées olfactives, visuelles et cognitives pertinentes (Rolls, 

2005). La réponse de ces dernières cellules aux stimuli gustatifs est décrite comme 

dépendant de l’état de faim, dans le sens où elle diminue la prise alimentaire quand 

l’individu a mangé, suggérant que ces neurones ont une capacité à intégrer l’information 

gustative avec des entrées liées à la satiété (voire à l’adiposité) (Rolls, 2005). Ainsi, une 

diminution de la décharge de ces neurones secondaires diminue la valeur de récompense 

des aliments, et contribue ainsi à l’arrêt d’un repas via des projections vers le striatum et 

l’amygdale, des aires cérébrales liant la valeur émotionnelle nécessaire à l’engagement 

moteur dans ce comportement (Kringelbach et al., 2003) car en effet, le cortex orbitofrontal 

et insulaire sont des structures neurales clés contrôlant les expériences psychologiques et 

émotionnelles sur le plaisir procuré par des nourritures palatables (aimer, « liking »), alors 

que les structures limbiques sous-corticales (ex. amygdale, ATV, NAc) traitent la valence 

incitatrice d’aliments et des indices liés aux aliments, et contrôlent les aspects 

motivationnels pour la nourriture (vouloir, « wanting ») (Berridge and Kringelbach, 2015; 

Berridge and Robinson, 2003; Berridge et al., 2009; Berthoud, 2012). 

Il serait intéressant de déterminer si l’activité des neurones secondaires dans le cortex 

orbitofrontal est sensible à la satiété et à l’adiposité ou encore si cela est suffisant pour 

expliquer la stimulation hédonique du comportement alimentaire. 

Les signaux alimentaires et les indices liés à la nourriture sont détectés par de multiples 

circuits sensoriels et transmis au système de récompense cortico-limbique. Ce système 

intègre l’information à la fois sur le caractère palatable des aliments et sur l’environnement 
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social lié aux aliments pour générer une perception du goût des aliments et l’appréciation 

psychologique des aliments palatables (Berthoud, 2011, 2012). 

Le système de récompense mésolimbique dopaminergique, qui a été largement décrit dans 

l’addiction aux drogues, joue un rôle-clé dans la transformation d’un penchant subjectif au 

désir pour un aliment palatable (Berthoud, 2011, 2012). 

Les propriétés hédoniques et incitatives de la nourriture et des indices liés à la nourriture 

entraînent des activités anticipatoires et l’initiation de la prise alimentaire (Rui, 2013). 

Dans la période d’ingestion, l’odeur, le goût et les signaux de texture sont transmis au 

cerveau cognitif et émotionnel et maintiennent le comportement alimentaire (Rui, 2013). 

 Régulation homéostatique du comportement alimentaire 1.2.

La régulation homéostatique du CA implique majoritairement, au niveau central, des circuits 

neuraux de l’hypothalamus et du tronc cérébral et se fait à deux échelles de temps 

différentes : à court- (repas par repas) et à long-terme (en fonction des stocks corporels 

d’énergie). 

L’hypothalamus est à la fois impliqué dans la régulation homéostatique à court- et long-

terme, alors que le tronc cérébral est, lui, majoritairement impliqué dans celle à court-terme. 

 Le tronc cérébral 1.2.1.

Les neurones du tronc cérébral contribuent de manière importante au contrôle de la 

balance énergétique en intégrant des informations à propos du statut énergétique à quatre 

niveaux différents : i) en détectant des métabolites circulants et d’hormones libérées par 

des organes périphériques ; ii) en recevant des entrées vagales depuis le tractus gastro-

intestinal (GI) ; iii) en recevant des projections neuronales depuis des noyaux du 

mésencéphale et du prosencéphale qui détectent et intègrent eux-mêmes des signaux 

relatifs au statut énergétique et iv) en projetant vers des circuits locaux du tronc cérébral et 

d’autres régions cérébrales qui intègreront les informations pour participer au contrôle de la 

balance énergétique (Schneeberger et al., 2014). 

Au sein du tronc cérébral, le complexe dorso-vagal (CDV) est un module clé dans 

l’intégration des indices liés au statut énergétique en relayant des signaux périphériques via 

des afférences vagales et en projetant dans l’hypothalamus et d’autres aires importantes 

dans la régulation de la balance énergétique. Le CDV comprend le noyau moteur dorsal du 

nerf vague (DMV), le NTS et l’area postrema (AP), qui sont accessibles aux signaux 

périphériques, puisque la barrière hémato-encéphalique (BHE) y est « incomplète » 

(Schneeberger et al., 2014). 
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Le tronc cérébral est constitué de populations neuronales hétérogènes, aux propriétés 

biophysiques et neurochimiques distinctes, qui expriment des modulateurs d’appétit tels 

que la TH (tyrosine hydroxylase), le pro-glucagon, le neurotransmetteur GABA (acide γ-

aminobutyrique, « γ-aminobutyric acid »),  le facteur neurotrophique BDNF (« brain-derived 

neurotrophic factor ») et les peptides CART (« cocaine- and amphetamine-regulated 

transcript »), NPY (neuropeptide Y) et α-MSH (« α-melanocyte stimulating hormone », issue 

du clivage de la POMC (pro-opiomélanocortine)), entre autres. Il est intéressant de noter 

l’existence de circuits locaux contribuant à la régulation des comportements ingestifs : en 

effet, les neurones du tronc cérébral expriment aussi des récepteurs de certains 

modulateurs d’appétit qu’ils produisent. De plus, les neurones du tronc cérébral et les 

afférences vagales projetant vers le tronc cérébral ont aussi été montrés comme exprimant 

des récepteurs de certaines hormones et peptides circulants comme la leptine, la ghréline, 

le GLP-1 (« glucagon-like peptide-1 »), la CCK (cholécystokinine)… 

La signalisation vagale depuis le tractus GI représente une afférence importante vers le NTS 

et transporte des informations à propos de la distension luminale, du contenu nutritionnel et 

des peptides produits localement, par transmission glutamatergique (Travagli et al., 2006).  

Les informations vagales sensorielles et hormonales sont assimilées par d’autres neurones 

du NTS projetant vers l’hypothalamus et d’autres aires du prosencéphale pour élaborer des 

sorties précises et appropriées. La stimulation chronique ou aiguë du nerf vague chez le rat 

induit une perte de poids et de la prise alimentaire, indiquant que les afférences directes du 

nerf vague influencent le CA (Gil et al., 2011; Krolczyk et al., 2001). Il apparaît aussi que la 

signalisation vagale joue un rôle important dans la régulation de la taille et de la durée des 

repas (Schwartz et al., 1999).  

De plus, le NTS reçoit aussi des entrées depuis des projections descendantes de 

l’hypothalamus qui participent aussi à la régulation de la taille et de la durée des repas en 

fonction des signaux d’adiposité notamment. 

 L’hypothalamus 1.2.2.

L’hypothalamus est une structure cérébrale anatomiquement complexe. En effet, il 

comprend plusieurs populations neuronales distinctes, condensées en noyaux. Or, des 

études « lésionnelles » menées dans les années 1940-1950 ont démontré le rôle majeur 

global de l’hypothalamus dans la régulation centrale de l’homéostasie énergétique, mais 

aussi, de manière plus précise, de ses différents noyaux, qui peuvent avoir parfois des rôles 

opposés.  
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L’hypothalamus peut-être anatomiquement divisé en aires, en régions et en noyaux pairs 

(figures 3 et 4). 

Durant ma thèse, je me suis principalement intéressée aux circuits neuropeptidergiques du 

noyau arqué (ARC, « arcuate nucleus ») et de l’hypothalamus latéral (LHA ; « lateral 

hypothalamic area ») (figure 4). La limite médiane du LHA est le tractus mammillo-

thalamique et la colonne antérieure du fornix, et sa limite latérale est la caspule interne et la 

région subthalamique. Le LHA contient entre autres le noyau tubéromammillaire et le noyau 

latéral tubéral. 

 

 

Figure 3. Zones, régions et aires hypothalamiques. L’hypothalamus peut être subdivisé en 3 zones, périventriculaire 
(proche du troisième ventricule), médiane et latérale et en 3 régions, de manière rostro-caudale, antérieure, tubérale et 
postérieure. L’hypothalamus contient plusieurs noyaux (pairs) répartis dans les différentes zones et régions. Certains noyaux 
se trouvent à cheval sur plusieurs zones et/ou aires. ARC, noyau arqué ; DMN, noyau dorso-médian ; PVN, noyau 
paraventriculaire 

• Le noyau arqué 

L’ARC est un noyau très important du SNC impliqué dans le contrôle de l’homéostasie 

énergétique. Il est localisé en-dessous du noyau ventro-médian (VMN, « ventromedial 

nucleus »), de part et d’autre du troisième ventricule (3V), et en contact immédiat avec 

l’éminence médiane (EM). On a longtemps considéré que ce noyau est doté d’une BHE 

semi-perméable (Broadwell and Brightman, 1976), et est ainsi positionné de manière 
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stratégique pour percevoir les fluctuations hormonales et en termes de nutriments dans la 

circulation sanguine. Depuis, il a été démontré que la perméabilité dont peut faire preuve la 

BHE, notamment dans cette zone particulière, est un phénomène dynamique, régulé par 

des signaux intra-et inter-cellulaires. Par exemple, Langlet et ses collaborateurs ont montré 

qu’une baisse de la glycémie entraînait une réorganisation de la barrière sang-

hypothalamus pour la rendre plus perméable et faciliter ainsi l’accès des substrats 

métaboliques au niveau de l’ARC (Langlet et al., 2013). Dans l’ARC, il y a au moins deux 

populations majeures de neurones contrôlant l’appétit et les dépenses énergétiques, que 

l’on qualifie de « premier ordre », car ce sont les premiers neurones à intégrer toutes sortes 

de signaux périphériques donnant des informations sur l’état métabolique d’un individu : un 

sous-ensemble de neurones co-exprimant les peptides orexigènes NPY et AgRP (« agouti-

related peptide »), que l’on appellera les neurones à NPY/AgRP et un sous-ensemble de 

neurones co-exprimant les peptides anorexigènes α-MSH et CART, que l’on appellera les 

neurones à POMC/CART. 

Ces deux populations de neurones, en association avec des neurones cibles en aval 

exprimant les récepteurs aux mélanocortines MC3R (« melanocortin 3 receptor ») et MC4R 

(« melanocortin 4 receptor »), constituent le système mélanocortine central. Celui-ci est 

crucial pour la détection et l’intégration d’un certain nombre de signaux émanant de la 

périphérie, permettant un contrôle précis de la prise alimentaire et des dépenses 

énergétiques.  

Le NPY est largement exprimé à travers le SNC, mais c’est dans l’ARC qu’il est le plus 

densément exprimé (Gehlert et al., 1987). L’expression et la libération du NPY depuis l’ARC 

répond à des modifications du statut énergétique : elles sont réduites en conditions de prise 

alimentaire alors qu’elles augmentent lors d’un jeûne (Beck et al., 1990; Kalra et al., 1991). 

Une augmentation pharmacologique du tonus NPY résulte en une hyperphagie et une 

thermogénèse réduite du tissu adipeux brun, le tout associé à une diminution de l’activité 

de l’axe thyroïdien (Clark et al., 1984; Egawa et al., 1991; Stanley et al., 1986). Bien que le 

NPY puisse agir via 5 récepteurs différents (Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6), des études génétiques et 

pharmacologiques suggèrent que les récepteurs Y1 et Y5 post-synaptiques soient 

responsables des effets de NPY vers une balance énergétique positive (Nguyen et al., 2012; 

Sohn et al., 2013).  
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Figure 4. Régulation homéostatique du comportement alimentaire : schéma simplifié résumant les réseaux 
neuropeptidergiques hypothalamiques impliqués. Des signaux donnant des indications sur le statut énergétique d’un 
organisme sont émis depuis la périphérie et sont intégrés dans un premier temps par des neurones de premier ordre situés 
dans le noyau arqué, produisant soit des neuropeptides orexigènes (NPY et AgRP), soit des peptides anorexigènes (POMC et 
CART). Ces neurones projettent vers des neurones de second ordre dans le noyau paraventriculaire (produisant les facteurs 
anorexigènes oxytocine (OT), (TRH) et (CRH)) et dans l’hypothalamus latéral (produisant les peptides orexigènes orexine (OX) 
et melanin-concentrating hormone (MCH)). L’intégration des signaux périphériques par ces systèmes neuropeptidergiques 
participent à la régulation homéostatique du CA et au maintien d’un poids adapté. 

L’AgRP est aussi un neuropeptide orexigène qui est lui exclusivement exprimé dans l’ARC, 

où il co-localise avec NPY, comme mentionné précédemment, ainsi qu’avec le 

neurotransmetteur GABA (Broberger et al., 1998; Cowley et al., 2001). L’administration 

centrale de l’AgRP ou sa surexpression génétique stimulent la prise alimentaire, réduisent 

les dépenses énergétiques et entraînent une obésité (Graham et al., 1997; Ollmann et al., 

1997; Small et al., 2003). De manière intéressante, il semble que l’administration de l’AgRP 

ait des effets soutenus dans le temps (plusieurs jours ; (Hagan et al., 2000)). 

Les neurones NPY/AgRP expriment des récepteurs permettant d’intégrer les signaux 

transmis par les hormones périphériques, telles que l’insuline (Marks et al., 1990), la leptine 

(Elmquist et al., 1998) ou la ghréline (Willesen et al., 1999). Dans l’hypothalamus, ces 

neurones projettent majoritairement vers le PVN (noyau paraventriculaire ; « paraventricular 

nucleus »), le DMN (noyau dorso-médian, « dorsomedial nucleus ») et le LHA (figure 4). Les 

neurones NPY/AgRP de l’ARC projettent aussi vers des aires extra-hypothalamiques telles 

que le noyau parabrachial, l’ATV ou le noyau du lit de la strie terminale (Palmiter, 2012; 

Sternson and Atasoy, 2014). Malgré les effets, bien documentés, exercés par NPY et AgRP 
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en tant que modulateurs positifs de la balance énergétique, des études génétiques ont 

abouti à des résultats parfois contradictoires. Par exemple, aucune altération du poids ou 

du comportement alimentaire n’a été observée chez les souris déficientes pour Agrp ou Npy 

(Corander et al., 2011; Palmiter et al., 1998; Qian et al., 2002). Cependant, l’ablation des 

neurones à AgRP chez les adultes induit une anorexie incontrôlée mais est tolérée chez les 

nouveau-nés, indiquant l’existence de compensations développementales (Bewick et al., 

2005; Gropp et al., 2005; Luquet et al., 2005). De façon surprenante, il a été montré que 

l’ablation spécifique des neurones à NPY/AgRP chez la souris affecte l’équilibre du 

métabolisme des lipides et des glucides, induisant le développement d’une obésité 

associée à une hyperinsulinémie sous régime normal, mais au contraire un poids corporel 

réduit et une amélioration de la tolérance au glucose sous HFD (high-fat diet ; HFD). Ces 

résultats suggèrent un rôle des neurones à NPY/AgRP dans la coordination de l’activité des 

organes efférents et dans la répartition des nutriments (Joly-Amado et al., 2012). Par 

ailleurs, une étude récente a démontré l’importance des neurones à NPY/AgRP dans 

l’induction de la prise alimentaire en présence de nourriture standard, mais que la 

consommation d’une nourriture palatable (régime hyperlipidique et hyperglucidique) ne 

nécessite pas leur action. Chez les souris, interférer avec l’activité de ces neurones  induit 

une surconsommation de nourriture palatable et une hypersensibilité à l’anorexie induite par 

le stress. Cela sous-entend que les neurones à NPY/AgRP permettent d’assurer une prise 

alimentaire « homéostatique » et à surpasser la composante de récompense et  

émotionnelle (Denis et al., 2015). 

Le CART est largement exprimé dans le cerveau, mais l’est plus particulièrement dans 

l’hypothalamus. Dans l’ARC, le CART colocalise avec la POMC (Elias et al., 1998). Son 

expression est augmentée en conditions de prise alimentaire et réduite en conditions de 

jeûne (Kristensen et al., 1998). Des études ont montré que l’infusion 

intracérébroventriculaire (ICV) de CART inhibe la prise alimentaire, alors que des anticorps 

anti-CART produisent l’effet inverse (Kristensen et al., 1998). De plus, le CART stimulerait 

aussi la thermogenèse du tissu adipeux brun (Wang et al., 2000). Cependant, des souris 

déficientes pour Cartpt ne montrent pas d’altérations au niveau de la prise alimentaire ou du 

poids lorsqu’elles sont nourries avec un régime standard, mais développent une obésité 

sous régime hyperlipidique (Asnicar et al., 2001). De façon intéressante, et au contraire des 

a priori considérant le CART comme anorexigène, d’autres études ont montré qu’en se 

plaçant dans certaines conditions expérimentales, le CART pourrait au contraire stimuler la 

prise alimentaire (Abbott et al., 2003; Kong et al., 2003). De manière générale, les résultats 

concernant les effets du CART sur le comportement alimentaire sont non-concluants et 
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semblent souligner des rôles différents, pour ce neuropeptide, en fonction de la localisation 

anatomique des neurones exprimant celui-ci (par exemple, les neurones co-exprimant la 

« melanin-concentrating hormone » (MCH) et le CART dans le LHA). 

La POMC est une prohormone soumise à un clivage en plusieurs peptides bioactifs dans 

l’hypothalamus, dont l’α-MSH, qui exerce des effets anorexigènes puissants par liaison aux 

MC3R et MC4R (Mercer et al., 2013). Les niveaux de transcrits de la POMC et de l’α-MSH 

augmentent en conditions de prise alimentaire et diminuent en conditions de jeûne 

(Schwartz et al., 1997). L’administration d’α-MSH dans le ventricule, ou directement dans le 

PVN, supprime la prise alimentaire et diminue le poids (Poggioli et al., 1986; Wirth et al., 

2001). Par ailleurs, la surexpression génétique du gène Pomc entraîne la surexpression de 

l’α-MSH, ce qui induit des effets anti-obésité chez des modèles d’obésité génétiques ou 

induits par l’alimentation (Lee et al., 2007; Mizuno et al., 2003; Savontaus et al., 2004). Un 

rôle-clé de la POMC dans l’homéostasie énergétique est évident. En effet, les souris 

dépourvues du gène Pomc, ou n’exprimant pas les peptides mélanocortines, ou encore 

auxquelles il manque les neurones à POMC, développent toutes une obésité (Gropp et al., 

2005; Smart et al., 2006; Xu et al., 2005a; Yaswen et al., 1999). De plus, des mutations 

génétiques de Pomc ont été associées à des cas d’obésité morbide chez l’Homme (Krude 

et al., 1998; Lee et al., 2006). On sait qu’il existe des sous-populations de neurones à 

POMC, GABAergiques et glutamatergiques, mais leurs rôles fonctionnels n’ont pas encore 

été éclaircis (Mercer et al., 2013). Les neurones à POMC projettent notamment vers le PVN, 

le DMN, le LHA mais aussi le CDV. 

• Le noyau paraventriculaire  

Le noyau paraventriculaire (PVN) est localisé dans l’hypothalamus antérieur, directement 

au-dessus du 3V, et exprime des niveaux élevés de MC3R et MC4R, récepteurs de l’α-

MSH. Ce noyau reçoit des projections depuis les neurones NPY/AgRP et POMC/CART de 

l’ARC, mais aussi depuis des régions extrahypothalamiques, telles que le NTS. Le PVN est 

un site important d’intégration impliqué dans l’homéostasie énergétique du corps, comme 

illustré par les entrées afférentes diverses qu’il reçoit et sa haute sensibilité à 

l’administration de neuropeptides impliqués dans la prise alimentaire comme le NPY, 

l’AgRP et l’α-MSH, entre autres (Kim et al., 2000; Stanley et al., 1986). Une partie de ces 

effets fait appel à un sous-ensemble de neurones exprimant l’hormone thyréotrope 

(« thyrotropin-releasing hormone », TRH), qui sont activés par l’α-MSH et inhibés par l’AgRP 

(Fekete et al., 2000; Fekete et al., 2004). Un autre sous-ensemble de neurones intéressant 

dans ce contexte est celui exprimant la corticolibérine (« corticotrophin-releasing 
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hormone », CRH), qui est impliqué dans le contrôle de la balance énergétique soit 

directement par l’innervation AgRP, soit indirectement via la régulation des glucocorticoïdes 

surrénaux qui contrôlent l’expression de POMC (Richard and Baraboi, 2004).  

• L’hypothalamus latéral 

Le LHA joue un rôle critique dans la médiation des réponses orexigènes, une fonction qui 

peut être largement attribuée aux neurones dits de « second ordre » produisant les orexines 

(OX) et la MCH. Les neurones à orexine produisent l’OX-A et l’OX-B issues de la prepro-

orexine, dont l’expression augmente en conditions de jeûne (Sakurai et al., 1998). 

L’administration centrale d’OX non seulement stimule la prise alimentaire (Dube et al., 1999; 

Sakurai et al., 1998), mais favorise aussi des réponses comportementales associées à la 

récompense liée à la nourriture (Cason et al., 2010). Les neurones OX projettent non 

seulement dans le LHA, ARC, PVN, et NTS, mais aussi dans d’autres régions impliquées 

dans d’autres fonctions physiologiques comme, entre autres, le contrôle de la température 

corporelle et de l’éveil (Peyron et al., 1998). De manière similaire, le jeûne favorise 

l’expression des ARNm de MCH et l’administration ICV ou la surexpression génique de 

MCH peut générer une réponse orexigène (Della-Zuana et al., 2002; Ludwig et al., 2001; 

Presse et al., 1996; Qu et al., 1996). Au contraire, les souris avec un tonus MCH réduit ou 

dépourvues du récepteur MCHR1 de la MCH, sont minces (Marsh et al., 2002). Si OX et 

MCH n’ont pas toujours les mêmes effets sur les différents comportements qu’elles 

affectent, elles ont la capacité toutes deux de stimuler la prise alimentaire, autrement dit, 

elles sont orexigènes. 

 Par ailleurs, les neurones du LHA ne sont pas « limités » à la production de MCH ou d’OX. Il 

a été montré que certains neurones ont des caractéristiques neurochimiques spécifiques et 

participent eux aussi à la régulation du métabolisme. Il a été notamment rapporté 

l’existence d’un sous-ensemble de neurones exprimant la forme longue du récepteur de la 

leptine (hormone de satiété jouant un rôle majeur dans la régulation centrale de la prise 

alimentaire), le LepRb (« leptin receptor isoform B »), le MC4R et la neurotensine 

(neuropeptide impliqué aussi dans la régulation du comportement alimentaire et le système 

de récompense) (Cui et al., 2012; Leinninger et al., 2011). Ces neurones, GABAergiques, 

seraient distincts des neurones à MCH et à OX (Leinninger et al., 2009). La leptine a été 

montrée comme hyperpolarisant les neurones LepRb/MC4R GABAergiques qui ont été 

rapportés comme pouvant projeter sur les neurones à OX. Ainsi, la leptine pourrait 

désinhiber les neurones à OX, ce qui serait cohérent avec l’activation de cFos induite par la 

leptine observée dans les neurones à OX (Cui et al., 2012; Leinninger et al., 2011). Bien que 



40 

 

INTRODUCTION 
1. Régulation centrale du comportement alimentaire et du poids corporel 

la neurotensine soit exprimée dans de nombreuses régions cérébrales, c’est seulement 

dans le LHA qu’elle colocaliserait avec le récepteur à la leptine. La délétion du LepRb 

spécifiquement dans les neurones à neurotensine a entraîné une activation durable de cFos 

dans les neurones à OX, accompagnée d’une augmentation du poids et de l’adiposité chez 

les souris déficientes pour le LepRb dans les neurones à neurotensine, suggérant que 

l’activation par la leptine de ces derniers est nécessaire au maintien du poids (Leinninger et 

al., 2009). S’il a été suggéré que la neurotensine activerait les neurones à OX plutôt que de 

les inhiber (Tsujino et al., 2005), laissant supposer que l’action inhibitrice du GABA en 

question exercerait un effet dominant sur les neurones à OX, il a été aussi montré par 

ailleurs que la leptine inhibe les neurones à OX par plusieurs mécanismes indépendants de 

l’action du GABA (inhibition de la neurotransmission excitatrice présynaptique et l’ouverture 

des canaux KATP) (Goforth et al., 2014) et que la leptine inhiberait l’action des OX dans un 

contexte d’activation des réponses de stress (Bonnavion et al., 2015). Ceci suggèrerait une 

action dominante de la leptine face à la neurotensine, ou que la leptine inhibe la libération 

de la neurotensine par les neurones co-exprimant le LepRb et la neurotensine. On notera 

par ailleurs que la caractérisation des neurones à neurotensine et de leurs actions est 

compliquée par le fait que la plupart des neurones exprimant la neurotensine sont des 

neurones à OX.  

Cependant, au cours de ma thèse, je me suis plus particulièrement intéressée aux neurones 

à MCH et à OX. 

◊ La Melanin-concentrating hormone (MCH) 

La MCH est un peptide cyclique hautement conservé chez les Vertébrés. Originellement 

caractérisée comme un facteur de palissement de la peau chez les téléostéens, chez les 

poissons, la MCH participe aussi à la régulation de la réponse au stress et au 

comportement alimentaire et chez les Mammifères, c’est un neuropeptide hypothalamique 

aux fonctions diverses : principalement le contrôle du comportement alimentaire et de 

l’homéostasie énergétique, mais aussi la régulation du sommeil, de l’axe du stress, 

l’émotion et les processus de récompense (Macneil, 2013; Nahon, 2006).  

Le précurseur de la MCH peut potentiellement générer des peptides additionnels dans le 

cerveau et en périphérie mais leurs rôles restent méconnus. Chez les Mammifères, 

l’épissage alternatif et une transcription anti-sens au locus du gène Mch mènent à la 

production de nouvelles protéines(Adamantidis and de Lecea, 2009; Allaeys et al., 2004). 

Par ailleurs, il existe des variants du gène Mch spécifiques des Primates (Courseaux and 

Nahon, 2001). 
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Il existe deux récepteurs de la MCH, MCHR1 et MCHR2 (« MCH receptor 1 » et « MCH 

receptor 2 », respectivement), tous deux des récepteurs couplés à une protéine G (RCPG). Il 

est intéressant de noter que si le MCHR1 est exprimé chez tous les Mammifères, le MCHR2 

est absent chez les Rongeurs et espèces associées (Macneil, 2013). 

Des études ont démontré l’importance de la signalisation de la MCH comme cible 

thérapeutique potentielle pour le traitement des troubles de l’appétit, l’obésité mais aussi 

des troubles anxieux et psychiatriques.  

La cartographie des neurones immuno-réactifs pour la MCH chez le rat a révélé deux 

caractéristiques largement conservées chez les Mammifères : i) un regroupement quasi 

absolu des soma des neurones à MCH dans la subzona incerta, dans le LHA et dans l’aire 

hypothalamique postérieure ; ii) une distribution étendue des projections des neurones MCH 

à travers le cerveau, à l’exception notable du cervelet, de la zone externe de l’éminence 

médiane et de l’hypophyse (figure 5) (Bittencourt, 2011). Il existe des sous-types de 

neurones à MCH, ceux exprimant seulement la MCH, et ceux co-exprimant avec la MCH 

par exemple le CART, le récepteur 3 de la neurokinine (NK3 ; « neurokinin receptor 3 ») 

(Risold et al., 2009). Selon leur type, ils ont des motifs de projection très différents les uns 

des autres : les neurones exprimant seulement la MCH n’ont presque que des projections 

descendantes vers la moelle épinière alors que les autres neurones à MCH projettent 

massivement vers des aires du télencéphale qui reçoivent des entrées MCH ascendantes 

(Risold et al., 2009). 

 

Figure 5. Structure et distribution cérébrale de la MCH chez le rat. A gauche : Structure de la MCH. La MCH est un 
peptide cyclique. A droite: Coupe sagittale de cerveau de rat. Les points rouges symbolisent les somas des neurones 
exprimant la MCH et les lignes jaunes symbolisent leurs projections. 

Le récepteur MCHR1 est largement et fortement exprimé dans le cerveau de rat, de souris 

et des Primates, avec une distribution correspondant avec les champs de projection MCH 

(figure 6). MCHR1 a été montré comme pouvant se coupler à une variété de protéines G 

(Gαi, Gαo, Gαq), résultant en l’activation putative de plusieurs voies de signalisation (Hawes 

et al., 2000; Pissios et al., 2003). Il est intéressant de noter que les deux voies de 
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signalisation de p53 et des MAPK (« mitogen-activated protein kinase ») contribuent à 

assurer l’effet de la MCH via le MCHR1 sur la croissance des neurites dans les cellules de 

neuroblastome humain, suggérant que la MCH pourrait jouer un rôle dans la différenciation 

cellulaire neuronal et dans la plasticité (Cotta-Grand et al., 2009). 

 

Figure 6. Structure et distribution cérébrale du MCHR1 chez le rat. A gauche : Structure du MCHR1. Le MCHR1 est un 
récepteur couplé aux protéines G (RCPG), à sept domaines transmembranaires. A droite : Coupe sagittale de cerveau de rat. 
Les points verts indiquent les aires cérébrales exprimant le MCHR1. Les lignes jaunes symbolisent les projections des 
neurones exprimant le ligand du MCHR1, la MCH. 

Le second récepteur de la MCH, MCHR2, a été identifié chez l’Homme. Le gène Mchr2, au 

contraire du gène Mchr1 pourrait produire des variants du récepteur par épissage alternatif, 

qui pourraient mener à des versions tronquées du MCHR2. Il est intéressant de noter que 

les MCHR1 et MCHR2 humains n’ont qu’une faible identité de séquence (36% seulement), 

ce qui est assez inhabituel pour des RCPG (récepteurs couplés aux protéines G) liant le 

même ligand. Ainsi, le gène Mchr2 est trouvé chez les téléostéens, le chien, le furet et les 

Primates (y compris chez l’Homme), mais a été perdu sélectivement chez les rongeurs et les 

lagomorphes (Macneil, 2013; Tan et al., 2002). Compte-tenu des modèles animaux 

disponibles, cette absence a pu être « utile » pour l’étude MCHR1 mais a empêché la 

détermination du rôle fonctionnel du MCHR2. Chez les Mammifères, l’expression cérébrale 

globale du MCHR2 est relativement similaire à celle du MCHR1 (Sailer et al., 2001), mais est 

davantage restreinte à des régions limbiques, comme l’amygdale médiale et centrale, les 

cortex enthorinal et temporal, le CA1 de l’hippocampe, et dans une moindre mesure dans 

l’hypothalamus ventral et le claustrum (An et al., 2001; Tan et al., 2002). Chez les singes, 

MCHR2 est fortement exprimé dans les noyaux hypothalamiques arqué et ventro-médian 

(Sailer et al., 2001). Ces différences dans la distribution des deux récepteurs, en particulier 

chez l’homme, suggèrent qu’ils aient des rôles biologiques distincts, pour assurer le large 

éventail des effets biologiques de la MCH. On notera que le MCHR2 est aussi exprimé en 

périphérie dans les adipocytes, le pancréas, l’intestin et la prostate (An et al., 2001). Les 

voies de signalisation mises en jeu par MCHR2 n’ont été étudiées jusqu’ici que dans des 
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cellules d’origine mammalienne transfectées et semblent plus restreintes que celles 

associées à MCHR1 : MCHR2 semble être couplé majoritairement à Gαq. 

La MCH, dans le cerveau, a été montrée comme ayant des rôles dans le comportement 

alimentaire et l’énergie homéostatique, dans la réponse au stress et l’anxiété, dans le 

système de récompense et mésolimbique par exemple. 

Concernant le comportement alimentaire et l’homéostasie énergétique, l’expression 

cérébrale de la MCH étant dominante, chez les Mammifères du moins, dans le LHA, il a 

rapidement été suggéré que ce peptide pourrait réguler l’appétit et/ou l’homéostasie 

énergétique. Et le rôle de la MCH et du MCHR1 a été, depuis, clairement impliqué dans le 

comportement alimentaire et la balance énergétique (Chung et al., 2011; Forray, 2003; 

Luthin, 2007; Nahon, 2006; Peyron et al., 2009; Pissios, 2009; Pissios et al., 2006; Qu et al., 

1996). Il a été notamment montré que des injections intracérébroventriculaires (ICV) aiguës 

de MCH stimulent, de manière transitoire, la prise alimentaire chez le rat, un effet orexigène 

apparemment non associé au NPY ou aux OX, mais qui pourrait être bloqué par l’α-MSH 

(Della-Zuana et al., 2002; Qu et al., 1996; Shearman et al., 2003). Des injections 

intrahypothalamiques, mais aussi des études électrophysiologiques, ont identifiés le PVN, le 

VMH et l’ARC comme cibles principales de la MCH (Abbott et al., 2003). De manière 

intéressante, la MCH stimule aussi la consommation hydrique, indépendamment de ses 

actions sur la prise alimentaire et sur l’osmolalité de l’eau (Clegg et al., 2003). Par ailleurs, 

l’infusion chronique de MCH chez le rat ou la souris induit une hyperphagie et un gain de 

poids, particulièrement avec un régime modérément enrichi en lipides (Gomori et al., 2003). 

De plus, des injections chroniques, chez les rongeurs, d‘agonistes du MCHR1, induisent les 

mêmes effets sur la prise alimentaire et/ou mènent de la même façon à un phénotype obèse 

que les injections de MCH (Macneil, 2013). L’administration centrale d’antagonistes de 

MCHR1 mène à une réduction durable de l’appétit, du poids et du stockage de graisses, 

sans altération de la masse maigre (Macneil, 2013). Les études de modèles murins 

génétiquement modifiés ont aussi montré un rôle important des gènes Mch et Mchr1 dans 

l’appétit, et surtout dans le métabolisme énergétique. En effet, la surexpression du gène 

Mch entraîne chez la souris une hyperphagie, une obésité modérée et une résistance à 

l’insuline sous régime standard ou hyperlipidique (Ludwig et al., 2001). A l’inverse, la 

déficience en MCH induit un phénotype mince associé à une hypophagie et à une 

augmentation de l’oxygène consommé, des effets largement dépendants du fond génétique 

et du régime alimentaire (Alon and Friedman, 2006; Kokkotou et al., 2005; Segal-Lieberman 

et al., 2003; Shimada et al., 1998; Zhou et al., 2005). La réduction de la masse grasse 

obtenue chez des souris déficientes à la fois pour la MCH et la leptine (croisement de souris 
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déficientes pour la MCH et de souris ob/ob) n’est pas induite par des changements du 

comportement alimentaire (l’hyperphagie persiste) mais des améliorations dans la régulation 

de la dépense énergétique (augmentation de l’activité locomotrice et du taux métabolique 

de base) (Alon and Friedman, 2006). Les souris déficientes en MCHR1 sous régime contrôle 

présentent un phénotype mince associé à la fois à une hyperphagie et à un métabolisme 

énergétique augmenté. De plus, en accord avec leur hyperactivité, les souris déficientes 

pour le MCHR1 résistent à l’obésité induite par un régime hyperlipidique (Chen et al., 2002; 

Marsh et al., 2002; Zhou et al., 2005).  

De manière générale, des études pharmacologiques et les modèles animaux ont montré 

que la MCH et son récepteur MCHR1 jouent un rôle majeur dans le contrôle de 

l’homéostasie énergétique en augmentant la prise alimentaire et régulant particulièrement la 

dépense énergétique et la thermogenèse chez les Mammifères. 

On ajoutera par ailleurs que l’augmentation du niveau circulant de glucose, qui aurait lieu 

après un repas, augmente l’activité des neurones à MCH (Burdakov et al., 2005; Kong et al., 

2010), ce qui pourrait contribuer à faire perdurer la consommation d’une nourriture 

actuellement consommée.   

On notera par ailleurs que parmi les rôles de la MCH, il y a aussi la régulation du sommeil. 

La MCH a été liée avec le sommeil paradoxal. Les neurones à MCH déchargent 

principalement durant le sommeil paradoxal ou REM (« rapid-eye movement ») et 

occasionnellement durant le sommeil à ondes lentes (Hassani et al., 2009). De plus, 

l’injection de la MCH dans les ventricules latéraux augmente la quantité de sommeil REM et 

à ondes lentes (Verret et al., 2003), alors que les souris déficientes pour la MCH ou pour le 

MCHR1 montrent un niveau accru d’éveil (Ahnaou et al., 2011; Willie et al., 2008). 

◊ Les orexines (OX) 

Les OX A et B, ou hypocrétines 1 et 2 respectivement, sont issues du clivage d’un 

précurseur de 130 acides aminés, la pré-pro-orexine qui a été isolée par deux groupes de 

recherche en 1998 (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998). Les neurones contenant les 

ARNm d’OX sont seulement trouvés dans l’hypothalamus, depuis le DMN, à travers l’aire 

périfornicale et dans le LHA (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998). Ce peptide a 

immédiatement été reconnu comme ayant la capacité à stimuler la consommation de 

nourriture, d’où son nom, tiré du mot grec pour « appétit », orexis mais son rôle principal est 

lié à la régulation du cycle veille/sommeil. 

Les récepteurs des OX sont eux-aussi des RCPG. Il en existe deux, l’OX1R et l’OX2R (« OX 

receptor 1 » et « OX receptor 2 », respectivement). L’OX1R a une affinité pour l’OX-A 2 à 3 
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fois supérieure à celle pour l’OX-B alors que le récepteur OX2R lie les deux formes avec la 

même affinité. La liaison à ces récepteurs induit une excitation neuronale, avec 

augmentation de la concentration intracellulaire en Ca2+, avec l’OX1R activant la sous-unité 

Gq et l’OX2R activant les sous-unités Gq et Gi/o. 

Les soma OX ont été montrés comme largement restreints à l’hypothalamus (Nambu et al., 

1999) (figure 7). Les neurones OX projettent dans de nombreuses aires cérébrales où 

projettent aussi les neurones MCH, expliquant sûrement, du moins en partie, pourquoi ils 

affectent les mêmes comportements. Parmi les aires cérébrales où projettent les neurones 

OX, on trouve le locus cœruleus, l’hippocampe, le thalamus, le NAc, l’ATV, l’amygdale, le 

cortex et des noyaux hypothalamiques (Bittencourt et al., 1992; Peyron et al., 1998). Il est 

intéressant de noter que les récepteurs de l’OX et de la MCH sont aussi exprimés dans les 

mêmes aires cérébrales (Marcus et al., 2001; Saito et al., 2001) (Figure 6). De manière 

intéressante, si les récepteurs des OX sont souvent trouvés dans les mêmes aires, au sein 

d’une même aire, chacun prédomine dans une zone donnée : par exemple, l’OX1R est très 

exprimé dans l’hypothalamus antérieur ; de manière éparse dans le LHA, et absent de l’ARC 

et du PVN alors que l’OX2R est éparse dans l’hypothalamus antérieur et dense dans le LHA, 

l’ARC et le PVN (Marcus et al., 2001). 

 

Figure 7. Distribution cérébrale des neurones OX et des récepteurs OX1R et OX2R chez la souris (adapté de Flores et 
al., 2013). Coupe sagittale de cerveau de souris. A4, A5, A7, groupes de cellules du pont ; AMG, amygdale ; CPu, caudate 
putamen ; Ctx, cortex ; DCN, noyaux cérébelleux profonds (« deep cerebellar nuclei ») ; DRN, noyau dorsal du raphé (« dorsal 
raphe nucleus ») ; GP, globus pallidus ; LC, locus coeruleus ; NAc, nucleus accumbens ; NTS, noyau du tractus solitaire ; OB, 
bulbe olfactif (« olfactory bulb ») ; OT, tubercule olfactif (« olfactory tubercle ») ; PAG, substance grise périaqueductale 
(« periaqueductal gray ») ; PVT, noyau paraventriculaire du thalamus (« paraventricular nucleus of thalamus ») ; SNc, substantia 
nigra pars compacta ; SNr, substantia nigra pars reticulata; TMN, noyau tubéromamillaire (« tuberomammillary nucleus ») ; 
VTA, aire tegmentale ventrale (« ventral tegmental area »). 

La décharge des neurones OX est associée à l’éveil dans le cycle veille-sommeil. En effet, 

au contraire des neurones à MCH, ces neurones déchargent durant l’éveil, ont une activité 

réduite, voire nulle, durant les divers phases de sommeil, et recommencent à décharger lors 

de la transition sommeil à éveil (Lee et al., 2005; Takahashi et al., 2008). Ils peuvent 

décharger durant le sommeil si un stimulus favorisant l’éveil est présenté (Mileykovskiy et 
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al., 2005; Takahashi et al., 2008). De plus, l’injection d’OX dans les ventricules latéraux 

augmente l’éveil et diminue le sommeil à ondes lentes et le sommeil REM (Espana et al., 

2001). 

Concernant la régulation de la balance énergétique, l’injection ICV d’OX augmente la 

consommation d’oxygène et la surexpression de la pré-pro-orexine chez la souris permet 

de résister au développement d’une obésité nutritionnelle, par augmentation de la dépense 

énergétique et diminution de la consommation de graisses (Funato et al., 2009). Il semble 

par ailleurs que cette promotion de la dépense énergétique par les OX dépende de l’OX2R 

seulement (Funato et al., 2009).  

L’activité des neurones OX est régulée par le statut énergétique, notamment par les niveaux 

de glucose : une augmentation physiologique des niveaux de glucose, comme après un 

repas, inhibe l’excitabilité électrique des neurones OX dans le LHA (Burdakov et al., 2005; 

Burdakov et al., 2006; Guyon et al., 2009). 

Comme mentionné précédemment, les OX sont connues pour être impliquées dans la 

régulation de la prise alimentaire. En effet, comme la MCH, ces peptides sont orexigènes. 

Les OX favoriseraient la prise alimentaire en augmentant la recherche et la motivation à 

rechercher de la nourriture palatable. L’injection centrale d’OX-A dans les ventricules 

latéraux, le PVN, le LHA, l’aire périfornicale ou la coquille du NAc peut induire la 

consommation de nourriture de laboratoire standard (Dube et al., 1999; Edwards et al., 

1999; Schneider et al., 2007; Sweet et al., 1999; Thorpe and Kotz, 2005; Zhu et al., 2002). 

Les effets des OX sur la prise alimentaire semblent dépendre majoritairement de l’OX-A et 

de l’OX1R. Il est intéressant de noter que les effets orexigènes des OX sont bien plus forts 

et robustes avec de la nourriture palatable. Par ailleurs, l’injection d’OX-A dans le 3V 

promeut davantage la consommation d’un HFD que d’un régime enrichi en glucides. Encore 

une fois, comme avec la nourriture standard, ces effets semblent être OX-A-dépendants. La 

capacité des OX à augmenter la prise alimentaire pourrait être, du moins partiellement, due 

à son rôle de stimulation de l’éveil, en plus d’augmenter la motivation à manger. Enfin, 

plusieurs études suggèrent que les OX, agissant sur le OX1R, promeuvent la prise 

alimentaire en augmentant la motivation pour la récompense liée à la nourriture. 

Les neurones OX sont activés par anticipation du repas, mais aussi après la consommation 

de nourriture, s’il s’agit de nourriture palatable. Une privation de nourriture régule à la 

hausse l’expression génique et protéique des deux OX et de leurs deux récepteurs dès 24h 

(Karteris et al., 2005). Compte-tenu de la relation entre les OX et les niveaux de glucose, ces 

changements pourraient être induits par la diminution des niveaux de glucose, cependant, 

cela pourrait aussi être expliqué par le fait qu’un jeûne de 24h suffit à augmenter l’activité 
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des rongeurs sur la roue et à diminuer le nombre d’épisodes de sommeil, et donc 

l’augmentation de l’expression des OX pourrait être liée à une augmentation de l’éveil 

(Borbely, 1977; Finger, 1965). La perspective de consommer une nourriture palatable 

augmente aussi l’activité neuronale OX et l’expression génique des OX. Après 

consommation de nourriture palatable, les niveaux d’OX sont aussi augmentés, et il a été 

montré que les HFD sont plus efficaces dans cet aspect, que les régimes riches en glucides 

mais pauvres en graisses (Gaysinskaya et al., 2007; Park et al., 2004; Wortley et al., 2003). Il 

a été suggéré que cette augmentation des OX serait davantage due aux graisses saturées 

qu’insaturées (Barson et al., 2012; Dziedzic et al., 2007). Cependant, l’expression des OX 

peut être aussi augmentée par la consommation d’un régime riche en glucides (Olszewski et 

al., 2009). De manière générale, il semble donc que les OX soient activés durant la 

recherche de nourriture mais aussi après la consommation de nourriture palatable, pouvant 

expliquer en partie pourquoi ces aliments sont consommés en excès. 

Il est intéressant de noter que les neurones de premier ordre situés dans l’ARC, à savoir les 

neurones anorexigènes exprimant POMC et CART, ainsi que les neurones orexigènes 

exprimant NPY et AgRP, et les neurones orexigènes de second ordre du LHA exprimant les 

OX et la MCH, envoient des projections les uns sur les autres. 

• Le noyau dorso-médian 

Le DMN est impliqué dans la régulation d’un certain nombre de processus physiologiques, 

dont l’appétit, la thermorégulation, le stress et les rythmes circadiens. Il reçoit des 

projections depuis la plupart des noyaux hypothalamiques, en particulier depuis l’ARC. Les 

neurones du DMN, eux, projettent vers le PVN et le LHA. Plusieurs neuropeptides (par 

exemple le NPY et la CRH) y sont exprimés, comme les récepteurs de plusieurs peptides 

impliqués dans la régulation de l’appétit et de la balance énergétique. L’expression de NPY 

dans le DMN a été montrée comme augmentée chez les rongeurs dans plusieurs modèles 

d’obésité (Bi et al., 2001; Guan et al., 1998). Ceci pourrait jouer un rôle dans la régulation de 

la thermogénèse et le développement d’une obésité nutritionnelle (Chao et al., 2011).  

• Le noyau ventro-médian 

Les neurones NPY/AgRP et POMC/CART de l’ARC projettent dans le VMN. A leur tour, les 

neurones du VMN projettent dans des aires hypothalamiques et extra-hypothalamiques 

comme le tronc cérébral (Cheung et al., 2013). Un rôle spécial pour SF1 (« steroidogenic 

factor 1 ») a été identifié dans le VMN : d’une part, il participe au développement du VMN 

(Davis et al., 2004; Parker et al., 2002) et d’autre part, il joue un rôle significatif dans le 

contrôle de la balance énergétique, comme illustré par des études menées chez des souris 
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modèles de déficience conditionnelle (Bingham et al., 2008; Kim et al., 2011; Zhang et al., 

2008a). Une autre protéine importante dans le VMN est le BDNF, fortement exprimé dans ce 

noyau. La déficience en BDNF ou en son récepteur TRKB (« Tropomyosin receptor kinase 

B ») induit une hyperphagie et l’obésité chez l’homme et la souris (Lyons et al., 1999; Yeo et 

al., 2004). Au contraire, l’administration centrale ou périphérique de BDNF résulte en une 

perte de poids et en une réduction de prise alimentaire via la signalisation du MC4R (Xu et 

al., 2003a). Le VMN a aussi été montré comme ayant un rôle-clé dans la régulation de la 

thermogenèse (Kim et al., 2011; Lopez et al., 2010; Martinez de Morentin et al., 2012; 

Whittle et al., 2012).  

 Régulation homéostatique du comportement alimentaire à court-terme 1.2.3.

A court-terme, ce sont globalement les sensations de faim et de satiété qui régissent le 

comportement alimentaire. 

Dans un premier temps, lors de la phase céphalique du contrôle de l’appétit, les aliments et 

les indices liés à la nourriture stimulent une activité « anticipatoire » du repas et induisent 

l’initiation du repas : l’information concernant la disponibilité et la palatabilité de la nourriture 

(signaux visuels, olfactifs et acoustiques) est transmise au cerveau via des voies sensorielles 

polymodales, augmentant la sensation de faim (Rui, 2013). Cette dernière induit l’initiation 

de la prise alimentaire. Durant la consommation de nourriture, les signaux gustatifs et 

olfactifs maintiennent la prise alimentaire. Après entrée de la nourriture dans l’estomac et le 

tractus GI, la distension gastrique et les composants alimentaires stimulent la sécrétion 

d’une vingtaine d’hormones polypeptidiques différentes depuis les cellules endocriniennes 

gastro-intestinales (Sam et al., 2012) dont la CCK, le peptide tyrosine tyrosine (PYY) et le 

GLP-1. Ces hormones déclenchent la satiété à court-terme, via une boucle de rétroaction 

négative (figure 8). De plus, le foie et le pancréas, en réponse à la prise alimentaire, génèrent 

eux-aussi des signaux de satiété et, en phase post-absorptive, les substrats énergétiques 

métaboliques circulants, issus de la nourriture ingérée, dont le glucose, les acides gras (AG) 

et certains acides aminés (aa), continuent de favoriser la satiété à la fois directement, via 

des systèmes cérébraux senseurs de nutriments, et indirectement, par promotion de la 

sécrétion de signaux d’adiposité (long-terme) depuis le tissu adipeux (TA) (ex. leptine) et le 

pancréas (ex. insuline) (Rui, 2013). 

D’un point de vue anatomique et en termes de circuits neuraux, la régulation homéostatique 

du CA à court-terme engage majoritairement le tronc cérébral. Comme mentionné 

précédemment, dans le tronc cérébral, le CDV, qui englobe le NTS, l’AP et le DMV, est le 

module-clé de la régulation homéostatique du CA à court-terme (figure 8). En effet, le NTS 
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caudal intègre les signaux viscérosensoriels afin de procéder à une régulation 

homéostatique des états de faim et de satiété. Les signaux de satiété à court-terme sont 

majoritairement transportés au NTS via des fibres vagales afférentes excitatrices 

glutamatergiques issues pour la majorité dans les ganglions inférieurs du nerf vague 

(Travagli et al., 2006) (figure 8). Ces nerfs vagaux afférents sont stimulés à la fois par 

distension gastrique (activation de mécanorécepteurs gastriques) et par des hormones de 

satiété à court-terme (ex. CCK, PYY, GLP-1) dont les récepteurs sont exprimés dans les 

nerfs vagaux (Hisadome et al., 2010; Moran et al., 1997; Moran et al., 1998; Suzuki et al., 

2012). En plus de ces fibres vagales, certaines hormones régulent aussi directement 

l’activité d’un sous-ensemble de neurones du NTS et de l’AP qui sont directement exposés 

au glucose, aux lipides, aux hormones de satiété et aux cytokines circulant(e)s puisque la 

BHE y est perméable (Lutz, 2012). Or, les neurones de l’AP innervent directement les 

neurones du NTS et peuvent donc lui transmettre directement l’information de satiété (Lutz, 

2012). De plus, le NTS reçoit de nombreuses projections descendantes depuis le 

prosencéphale, notamment depuis l’hypothalamus et certaines structures du système 

limbique (Geerling et al., 2010; Zheng et al., 2005). Ainsi, le NTS est une interface-clé entre 

prosencéphale et rhombencéphale. Il permet la régulation des états de faim et de satiété en 

intégrant à la fois des signaux ascendants de satiété depuis le tractus GI, des signaux 

provenant de circuits locaux (ex. avec des neurones de l’AP) et les signaux descendants 

modérateurs provenant de régions cérébrales de plus haut niveau.  



50 

 

INTRODUCTION 
1. Régulation centrale du comportement alimentaire et du poids corporel 

 

Figure 8. Régulation homéostatique de la prise alimentaire: modèle d'intégration des signaux de satiété (court-terme) 
et d'adiposité (long-terme) (d’après Morton et al., 2006). Il a été proposé que la régulation homéostatique de la prise 
alimentaire, dont le but est de maintenir un niveau correct d’adiposité corporelle, est ajustée d’un repas à un autre en fonction 
des changements de la masse grasse. Par leurs actions dans le prosenchéphale et dans le rhombencéphale, les signaux 
d’adiposité (ex. leptine) influencent de manière négative la prise alimentaire en augmentant la réponse aux signaux de satiété 
viscéraux comme la CCK qui sont libérés lors de l’ingestion de nourriture et qui mènent à l’arrêt du repas. Alors que 
l’hypothalamus est une cible-clé de la leptine, l’effet de satiété induit par la CCK implique l’activation de fibres afférentes 
vagales qui atteignent le NTS. De manière générale, l’intégration de ces divers signaux peut commencer avec l’action de la 
leptine majoritairement sur les neurones de l’ARC (1) (mais aussi vers d’autres aires hypothalamiques (2)). Les neurones de 
l’ARC projettent vers d’autres neurones dans des noyaux hypothalamiques adjacents comme ceux du LHA ou du PVN, qui 
projettent à leur tour vers le NTS qui traite les signaux de satiété et influencent ainsi la réponse à la CCK par exemple (4). Les 
signaux de satiété activent des afférences vagales pour favoriser l’arrêt du repas. La réponse de satiété du NTS est amplifiée 
par des entrées directes de la leptine dans le NTS, en plus de l’action de la leptine sur l’hypothalamus. De cette façon, une 
diminution de l’action de la leptine (comme après une perte de poids) peut au contraire augmenter la taille des repas en 
diminuant la réponse du rhombencéphale aux signaux de satiété. AP, area postrema ; DMX, noyau moteur dorsal du nerf 
vague ; LHA, hypothalamus latéral ; NTS, noyau du tractus solitaire ; PVN, noyau paraventriculaire. 

 

En plus des hormones produites par le tractus GI, une autre hormone, sécrétée 

majoritairement par l’estomac, a une action à court-terme et est très importante dans 

l’initiation de la prise alimentaire puisqu’elle est la seule hormone orexigénique identifiée 

jusqu’à aujourd’hui : la ghréline. 

• La ghréline 

La ghréline est un peptide synthétisé sous forme de pré-prohormone. Le clivage de la 

préproghréline produit deux formes matures de ghréline : une forme de 28 aa et une forme 

de 27 aa (Hosoda et al., 2003). La ghréline est hautement conservée entre les espèces et 

est exprimée dans de nombreux tissus, soulignant son importance physiologique (Smith et 

al., 1999; van der Lely et al., 2004). On notera que la ghréline est identique chez le rat et la 

souris et que celle-ci ne diffère de la ghréline humaine que par deux résidus. 
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Par un processus post-traductionnel supplémentaire, la ghréline est acylée sur son 

troisième résidu (une sérine) par l’enzyme GOAT (« ghrelin O-acyltransferase »). On 

considère que la ghréline est bioactive sous sa forme acylée, d’après sa capacité à se lier et 

à activer le seul récepteur connu de la ghréline, le GHSR-1a (« growth hormone 

secretagogue receptor 1a »). La ghréline fonctionne et est régulée de manière opposée aux 

hormones de satiété (Cummings et al., 2005). La ghréline, par liaison au GHSR-1a, est un 

puissant activateur de la prise alimentaire dans diverses espèces (Tschop et al., 2000), y 

compris chez l’homme. La ghréline a un rôle dans la régulation du CA à court-terme : elle 

est impliquée dans la sensation de faim au moment des repas et dans l’initiation des repas, 

ce qui s’illustre notamment par l’augmentation de ses niveaux circulants peu avant les 

repas (Cummings et al., 2002). Comme mentionné plus haut, la ghréline favorise la prise 

alimentaire, et cette promotion de la prise alimentaire est assurée notamment en 

augmentant le nombre de repas, sans en affecter la taille. Au contraire des hormones de 

satiété, la ghréline augmente de la motilité gastro-intestinale et diminue la sécrétion 

d’insuline. La sécrétion préprandiale de ghréline semble faire partie de la réponse 

céphalique, et est possiblement stimulée par le système nerveux sympathique (Mundinger 

et al., 2006). Les montées subites préprandiales de ghréline peuvent être entraînées par une 

programmation régulière des repas et pourraient participer à des processus anticipatoires 

(Drazen et al., 2006). L’ingestion de nutriments entraîne la diminution des niveaux circulants 

de ghréline précédemment augmentés. Ce processus ne requiert pas l’entrée des 

nutriments dans la lumière stomacale ou duodénale (où 80 à 90% de la ghréline est 

produite) mais résulterait davantage de la transmission neurale (pas de nature vagale) de 

signaux intestinaux, favorisée par l’insuline (Cummings et al., 2005).  

 Régulation homéostatique du comportement alimentaire à long-terme 1.2.4.

A long-terme, la régulation homéostatique de la prise alimentaire se fait principalement 

selon les signaux d’adiposité envoyés depuis la périphérie, à savoir la leptine et l’insuline. 

• La leptine 

La recherche sur la régulation centrale de la balance énergétique a été bouleversée par la 

découverte de la leptine, produit du gène Ob, en 1994 par le groupe de Jeffrey Friedmann 

(Zhang et al., 1994). La leptine est une hormone anorexigénique issue du tissu adipeux. Par 

ailleurs, la concentration de la leptine circulante est proportionnelle à la masse grasse 

(Considine et al., 1996).  
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La leptine atteint le SNC via un système de transport saturable et permet de transmettre 

des informations à propos du statut énergétique de l’individu. Il existe plusieurs isoformes 

de récepteur de la leptine (LepR), parmi lesquelles c’est LepRb qui est essentielle aux effets 

de la leptine. Une déficience en leptine ou en LepRb, chez les modèles rongeurs ou chez 

l’homme, est associée à un phénotype caractérisé par l’hyperphagie, une diminution de la 

dépense énergétique et une obésité sévère (Chen et al., 1996; Clement et al., 1998; Halaas 

et al., 1995; Montague et al., 1997). D’ailleurs, on notera que la plupart des individus obèses 

sont résistants à la leptine : les niveaux très augmentés de la leptine circulante ne sont plus 

capables d’induire les effets centraux anorexigènes normaux, empêchant l’utilisation de la 

leptine comme approche thérapeutique. 

Le récepteur LepRb est fortement exprimé dans divers noyaux hypothalamiques et dans 

d’autres régions cérébrales impliquées dans le contrôle de la balance énergétique (Elmquist 

et al., 1998). Dans l’ARC, les neurones POMC/CART et NPY/AgRP sont des cibles directes 

de la leptine (Cheung et al., 1997; Cowley et al., 2001; Elias et al., 1999) (figure 8) et 

l’ablation du LepRb dans une de ces populations, voire les deux, induit une prise de poids. 

Cependant, l’absence totale du gène Lepr entraîne un phénotype plus drastique, suggérant 

que d’autres populations neuronales sont impliqués dans la signalisation de la leptine et 

pour la réalisation de ses effets sur le poids et la prise alimentaire.  

La liaison de la leptine au LepRb active la voie des JAK/STAT (JAK2 et STAT3 ; JAK pour 

« janus kinase » et STAT pour « Signal Transducers and Activators of Transcription »). La 

translocation au noyau de STAT3 dimérisé (Robertson et al., 2008) promeut l’expression du 

gène Pomc et inhibe celle du gène Agrp (Kitamura et al., 2006; Munzberg et al., 2003). Cette 

signalisation est régulée négativement par SOCS3 (« suppressor of cytokine signaling 3 ») 

(Robertson et al., 2008). Par ailleurs, la leptine active aussi la voie de la phosphatidylinositol-

3-kinase (PI3K) induisant à terme la sortie du noyau du facteur de transcription FOXO1 

(« forkhead box protein O1 ») phosphorylé, permettant à STAT3 de se lier aux promoteurs 

de Pomc et Agrp, stimulant et inhibant alors, respectivement, l’expression de ces 

neuropeptides (Kitamura et al., 2006). La signalisation PI3K est régulée négativement par 

PTEN (« phosphatase and tensin homolog »).  

De manière générale, la leptine semble stimuler la transcription de Pomc, de dépolariser les 

neurones POMC/CART et de favoriser le clivage de la POMC en α-MSH et la sécrétion de 

cette dernière (Cowley et al., 2001; Guo et al., 2004; Munzberg et al., 2003), et au contraire, 

elle atténuerait l’expression et la sécrétion des neuropeptides orexigènes NPY et AgRP 

(Mizuno and Mobbs, 1999; Stephens et al., 1995).  
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• L’insuline 

L’insuline est produite par les cellules β-pancréatiques. Elle est historiquement associée au 

métabolisme glucidique, mais il semble que celle-ci agirait aussi en tant que signal 

anorexigène dans le SNC. La sécrétion d’insuline dans la circulation induite par le glucose 

est proportionnelle à la masse grasse (Bagdade et al., 1967) et entre dans le SNC via un 

mécanisme de transport saturable (Baura et al., 1993).  

L’administration centrale (ICV ou directement dans l’hypothalamus) d’insuline, chez les 

Primates comme chez les rongeurs, induit une réduction de la prise alimentaire (Air et al., 

2002; McGowan et al., 1993; Woods et al., 1979).  

Le récepteur de l’insuline (IR), et sa machinerie de signalisation sont exprimés dans les aires 

hypothalamiques impliquées dans le contrôle de l’appétit (Corp et al., 1986; Havrankova et 

al., 1978), notamment par les neurones POMC/CART et NPY/AgRP de l’ARC (Benoit et al., 

2002). De manière surprenante, la déficience en IR dans l’une des ces deux populations 

neuronales ne semble pas perturber la balance énergétique, bien que certains aient 

rapporté des défauts de la production hépatique de glucose chez les souris où l’IR a été 

spécifiquement soustrait des neurones AgRP (Konner et al., 2007). Il semble que la 

signalisation de l’insuline dans les neurones NPY/AgRP et POMC/CART contrôle le 

métabolisme du glucose et la dépense énergétique, respectivement. 

La liaison de l’insuline à l’IR induit l’autophosphorylation du récepteur et donc le 

recrutement des protéines IRS (« insulin receptor substrate »), qui convergent avec la voie 

de signalisation de la leptine, au niveau de la PI3K (Xu et al., 2005b). Les régulateurs 

négatifs du LepR, tels que SOCS3 ou PTP1B (« protein-tyrosine phosphatase 1B »), peuvent 

aussi inhiber directement l’IR et sa signalisation en agissant sur IRS1. L’activation de la 

signalisation de l’IR induit une diminution de l’expression de NPY et à l’augmentation des 

niveaux de POMC dans l’ARC, stimulant de la sorte un effet anorexigène (Benoit et al., 

2002; Schwartz et al., 1992; Sipols et al., 1995).  

On notera que la leptine et l’insuline régulent aussi toutes deux l’activité de la kinase AMPK 

(« AMP (adenosine monophosphate)-activated protein kinase »), un senseur d’énergie 

conservé au cours de l’évolution, qui joue un rôle primordial dans la régulation 

hypothalamique de la balance énergétique (Claret et al., 2007; Minokoshi et al., 2004). 

Leptine et insuline inhibent en effet la signalisation de l’AMPK et de ses cibles dans 

l’hypothalamus (Minokoshi et al., 2004).  

Ainsi, ces deux hormones périphériques dont la production est proportionnelle à la masse 

grasse, et donc traduit, du moins en partie, l’état énergétique d’un individu, ont un rôle 
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capital dans la régulation centrale de la balance énergétique en ciblant particulièrement les 

neurones de premier ordre localisés dans l’ARC.  

Rapidement, nous soulignerons que si la ghréline est majoritairement impliquée dans la 

régulation du CA à court-terme, et qu’elle n’est pas considérée comme un signal 

d’adiposité, certaines études suggèrent qu’elle remplisse les critères des hormones 

contribuant à la régulation à long-terme du CA et du poids corporel (Cummings et al., 2005). 

D’une part, les niveaux circulants de ghréline répondent de manière compensatoire à des 

changements du poids corporel. D’autre part, la ghréline agit dans plusieurs aires 

cérébrales régulant l’homéostasie énergétique à long-terme, dont l’hypothalamus 

(particulièrement les neurones NPY/AgRP de l’ARC), le tronc cérébral caudal et les centres 

de récompense mésolimbiques. De plus, l’administration chronique de ghréline augmente le 

poids corporel à travers de nombreux effets anaboliques sur la prise alimentaire, la dépense 

énergétique et l’utilisation énergétique. Enfin, chez les souris adultes déficientes pour la 

ghréline ont une prise alimentaire et un poids corporel diminués et les souris déficientes 

pour le récepteur de la ghréline résistent au développement d’une obésité nutritionnelle 

(Wortley et al., 2005; Zigman et al., 2005). 

Comme mentionné précédemment, nous nous sommes intéressés au rôle de 

l’inflammation, notamment centrale, dans la dérégulation du comportement alimentaire. 

Nous présenterons donc ensuite quelques notions générales sur l’inflammation et illustrer le 

lien inflammation et dérégulation du CA. 
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2. L’inflammation 

L’inflammation est un mécanisme inné de défense d’un organisme contre tout stimulus 

nocif, qu’il soit septique (ex. une infection bactérienne, une invasion virale) ou aseptique (ex. 

réponse inflammatoire générée suite à un dommage tissulaire mécanique). Tout challenge 

immunitaire déclenche immédiatement une réponse immunitaire innée, non-spécifique, 

suite à la reconnaissance de motifs pathogéniques ou à la perception de signaux de danger 

par des cellules immunitaires résidentes des tissus (mastocytes, macrophages, cellules 

dendritiques…) ou « patrouillant » dans l’organisme depuis la circulation sanguine 

(neutrophiles, éosinophiles, basophiles, monocytes, cellules NK (« natural killers ») 

lymphocytes). Puis, il y a la « phase vasculaire », avec recrutement de cellules immunitaires 

innées sur le site de l’inflammation notamment par l’expression de molécules d’adhésion 

cellulaire exprimées par les cellules endothéliales et la forte concentration de cytokines et 

chimiokines abondamment produites près du site de lésion. Localement, l’activation et la 

différenciation de cellules immunitaires induit la production d’un éventail supplémentaire de 

médiateurs inflammatoires (ex. cytokines pro-inflammatoires, oxyde nitrique, 

prostaglandines), ce qui renforce l’activation et le recrutement de cellules. Ensuite, il y a la 

« phase effectrice » caractérisée par la phagocytose et, si nécessaire, l’activation de la 

réponse immunitaire adaptative. Le but de cette réponse inflammatoire est la réparation du 

tissu lésé avec résolution de l’inflammation. En lien avec le déroulement de la réponse 

inflammatoire, les signes cardinaux de l’inflammation sont la chaleur, la rougeur, le 

gonflement, la douleur et la perte de fonction. La réponse immunitaire innée requiert 

l’intervention de cellules immunitaires et de médiateurs inflammatoires. 

Le SNC a longtemps été considéré comme doté d’un privilège immun, c’est-à-dire comme 

tolérant l’introduction d’antigènes sans déclarer de réponse inflammatoire. Or, depuis, il a 

été montré par de nombreuses études qu’il peut y avoir inflammation dans le SNC, on la 

qualifie alors de « neuroinflammation ». La cause de la neuroinflammation peut être soit 

directement centrale, soit périphérique. En effet, il existe une communication 

bidirectionnelle entre le système immunitaire et le SNC assurée par une voie neurale et par 

une voie humorale. Dans la voie neurale, les cytokines produites localement activent des 

nerfs afférents, par exemple les nerfs vagaux durant des infections abdominales ou 

viscérales (Bluthe et al., 1994; Watkins et al., 1994) ou les nerfs trigéminaux durant des 

infections oro-linguales (Romeo et al., 2001). Dans la voie humorale, d’une part, les TLR 

(« toll-like receptors ») exprimés par des cellules de type macrophages résidents des 

organes circumventriculaires (OCV) et du plexus choroïde répondent aux pathogènes 

circulants en produisant des cytokines pro-inflammatoires (Quan et al., 1998) et, comme les 
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OCV bordent l’extérieur de la BHE, ces cytokines peuvent entrer dans le cerveau par 

diffusion volumique (Vitkovic et al., 2000) et d’autre part, les cytokines pro-inflammatoires 

surexprimées dans la circulation systémique peuvent accéder au cerveau par des systèmes 

de transport saturables au niveau de la BHE (Banks, 2006) Enfin, l’activation de récepteurs 

aux cytokines, notamment de l’IL-1 (interleukine 1), localisés sur les macrophages 

périvasculaires et les cellules endothéliales des veinules cérébrales (Konsman et al., 2004; 

Schiltz and Sawchenko, 2002) par des cytokines circulantes induit la production de 

prostaglandines de la série E2 (PGE2). L’engagement de ces voies de communication entre 

cerveau et système immunitaire mène finalement à la production de cytokines pro-

inflammatoires par les cellules microgliales, qui sont considérées comme les macrophages 

résidents du cerveau. 

La neuroinflammation implique en effet majoritairement la microglie, mais aussi les 

astrocytes, qui peuvent interagir avec les cellules immunitaires issues de la périphérie. Il est 

intéressant de noter que l’inflammation périphérique et la neuroinflammation impliquent la 

production et le libération de médiateurs pro-inflammatoires similaires : des cytokines (telles 

que interleukine-1β (IL-1β), interleukine-6 (IL-6) ou Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) par 

exemple), des chimiokines, l’oxyde nitrique, etc…  

 Les cellules participant à la réponse immunitaire 2.1.

Globalement, les cellules de l’inflammation en périphérie comprennent les lymphocytes, les 

phagocytes (polynucléaires (surtout neutrophiles) et monocytes/macrophages), les 

mastocytes et les basophiles et enfin les fibroblastes.  

Comme mentionné précédemment, le cerveau a longtemps été considéré ayant un privilège 

immun, cependant, on sait maintenant que lors d’une inflammation, la perméabilité de la 

BHE peut-être altérée, permettant notamment le passage de cellules immunitaires pouvant 

s’infiltrer dans le tissu cérébral (lymphocytes, macrophages), et surtout, le cerveau est lui-

même doté d’acteurs de l’immunité innée : les cellules gliales, en particulier la microglie et 

les astrocytes. Ces cellules gliales sont capables de détecter les lésions du tissu cérébral 

etc, de s’activer et sécréter toutes sortes de médiateurs inflammatoires (c’est surtout le cas 

de la microglie) et, en réponse (signaux de la microglie activée ou des neurones lésés), de 

lutter contre les lésions par la sécrétion de facteurs de croissance et de changements 

morphologiques permettant la formation d’une cicatrice gliale par les astrocytes.  
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 Les lymphocytes 2.1.1.

Les lymphocytes, sont des cellules immunitaires dont l’action peut être de type humoral ou 

cellulaire. Il existe trois types de lymphocytes : 

• de type B, exprimant le marqueur CD19 (CD pour « cluster of differentiation »), qui sont 

la mémoire de l’immunité acquise et qui servent à son expression. Les lymphocytes B, à 

l’étape finale de leur maturation (plasmocytes), sécrètent les anticorps et médient de 

cette façon l’immunité humorale adaptative. 

• de type T, exprimant le marqueur CD3, et dont il existe plusieurs sous-populations : 

o auxiliaires (ou « helper ») et régulateurs, exprimant le marqueur CD4 et qui 

contrôlent une immunité adaptative 

o cytotoxiques, exprimant le marqueur CD8, permettant l’élimination de 

cellules infectées ou cancéreuses 

• de type NK (« natural killer »), exprimant CD335 (souris) ou CD56 (homme), médiant une 

immunité cytotoxique innée.  

 Les mastocytes et polynucléaires basophiles et éosinophiles 2.1.2.

Les mastocytes et les polynucléaires basophiles et éosinophiles contiennent des granules 

au sein desquelles on trouve des médiateurs chimiques de l'inflammation, en particulier 

l'histamine (voir plus loin) et l’héparine qui vont favoriser la réaction inflammatoire. 

 Les phagocytes 2.1.3.

Les phagocytes représentent une part essentielle de l’immunité innée : ils protègent 

l’organisme en ingérant des particules nocives telles que des particules d’origine étrangère, 

des bactéries, des cellules mortes ou en train de mourir. Ils comprennent les neutrophiles et 

les cellules du système monocytes-macrophages-cellules dendritiques (incluant les 

histiocytes/macrophages résidents). On notera que la cellule microgliale est considérée 

comme le macrophage du cerveau. 

• Neutrophiles : trouvés dans la circulation sanguine, les neutrophiles sont les premières 

cellules à migrer vers le site d’inflammation, quelques minutes suivant la lésion, le trauma. 

Ils sont donc un marqueur d’inflammation aiguë. La phagocytose entraîne la mort du 

neutrophile, car elle épuise toutes ses réserves en glucose.  

• Monocytes, macrophages et cellules dendritiques : les monocytes sont des cellules 

immatures de la famille des leucocytes et provenant de la moelle osseuse. Ils se 
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différencient en macrophages résidents ou en cellules dendritiques. Le macrophage est le 

phagocyte « prototypique » dont le rôle est le « nettoyage » de l’organisme de corps 

apoptotiques et nécrotiques, de pathogènes… Ils sont ubiquitaires et les macrophages 

résidents ont une appellation différente selon le tissu considéré (cellules de Küpffer dans le 

foie, les macrophages alvéolaires dans les poumons, etc). Il est intéressant de noter que les 

macrophages peuvent être « pro-inflammatoires » (on les qualifie de « M1 ») ou « anti-

inflammatoires » (ou « M2 ») selon les médiateurs qu’ils produisent. Les cellules dendritiques 

immatures sont capables de phagocyter les pathogènes et d’en présenter des fragments à 

leur surface, une fois matures. En effet leur rôle premier est la présentation d’antigènes 

permettant l’activation des lymphocytes T et B notamment.  

 Les cellules « immunitaires » du système nerveux central 2.1.4.

Dans le SNC, les deux types de cellules gliales qui ont été décrites comme participant à 

l’inflammation sont la microglie et les astrocytes. Lors d’une neuroinflammation, il y a 

notamment une activation et une prolifération de ces cellules, à laquelle on fait référence 

sous l’appellation globale de gliose. On peut distinguer cependant la microgliose et 

l’astrogliose. 

• La microglie : la microglie représente les sentinelles patrouillant de l’immunité innée 

dans le cerveau et agit de manière similaire à des macrophages résidents des tissus 

périphériques. En effet, les cellules microgliales sont capables de phagocyter les bactéries, 

les débris, les cellules endommagées. Elles aident aussi à monter des réponses de défense 

contre les agents infectieux et les dommages physiques (Ransohoff and Brown, 2012), en 

sécrétant des médiateurs inflammatoires, notamment des cytokines. Cependant, la 

microglie n’a pas la même origine que les macrophages. Elles dérivent du sac vitellin et 

« envahissent » le cerveau de manière précoce durant l’embryogenèse. En dehors du 

contexte de l’inflammation, la microglie joue aussi un rôle critique dans le maintien de 

l’homéostasie fonctionnelle et architecturale du cerveau et des réseaux neuronaux (Gemma 

and Bachstetter, 2013; Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012; Wake et al., 2013). La 

microglie est activée durant différentes maladies neurodégénératives notamment, mais il 

reste encore à déterminer si le seul rôle de la microglie dans ce contexte est de restaurer 

l’homéostasie et un fonctionnement normal, ou si l’activation microgliale peut être délétère 

et précipiter la progression de la maladie, ou si, à l’image des macrophages elle exerce des 

effets à la fois bénéfiques ou délétères (phénotypes M1 versus M2) en fonction du contexte 

(Sierra et al., 2013). 
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• Les astrocytes : si les astrocytes ont de nombreuses fonctions associés au maintien de 

l’activité cérébrale  (apport de nutriments aux neurones, régulation du flux sanguin, maintien 

de la BHE, participation à la neurotransmission), l’astrogliose a été rapportée dans de 

nombreuses conditions neurodégénératives et les astrocytes permettent la cicatrisation 

après une mort neuronale par prolifération. Par ailleurs, les astrocytes peuvent sécréter des 

cytokines pro-inflammatoires et leur implication dans le maintien de de la BHE peut être un 

paramètre important en conditions inflammatoire où la BHE a été rapportée comme étant 

plus perméable (Carson et al., 2006; Wispelwey et al., 1988).  

 Les acteurs moléculaires de l’inflammation 2.2.

La réponse inflammatoire ne dépend pas seulement de cellules, mais aussi de facteurs 

synthétisés localement ou qui se présentent normalement comme précurseur inactif dans la 

circulation. Les médiateurs circulants comprennent le système des kinines (puissants 

vasodilalatateurs), le système coagulation/fibrinolyse et le système du complément 

(ensemble de protéines sériques, les facteurs du complément pouvant induire la 

dégranulation, la lyse et la phagocytose des bactéries, etc). 

Concernant les médiateurs synthétisés localement, on compte les amines vasoactives 

(histamine, sérotonine ; elles induisent une vasodilatation et augmentent la perméabilité 

vasculaire, ce qui se manifeste par une congestion active et œdème inflammatoire), les 

prostaglandines et les leucotriènes (induisent des effets locaux divers et marqués : 

vasodilatation, douleur, attraction des polynucléaires mais aussi des effets "généraux", 

comme la fièvre), les molécules d’adhérence, permettant la concentration de cellules 

immunitaires au niveau du foyer de l'inflammation et les cytokines.  

 Les cytokines 2.2.1.

Les cytokines sont des glycoprotéines, qui, à la différence des hormones, ne sont pas 

stockées dans des glandes en tant que molécules préformées, mais qui sont rapidement 

synthétisées et sécrétées par différents types cellulaires après stimulation. Les effets 

biologiques des cytokines sont nombreux et variés : elles jouent des rôles importants dans 

la réponse immunitaire, mais aussi dans l’hématopoïèse, la neurogenèse, l’embryogenèse et 

l’oncogenèse. Les cytokines affectent souvent l’action d’autres cytokines, de manière 

additive, synergique ou antagoniste. 

Il en existe une centaine et ont été classées selon l’homologie de structure. Parmi les 

cytokines, on distingue le TNF-α, les interleukines, les chimiokines et les interférons. Par 

ailleurs, elles peuvent aussi être classées en fonction de leurs effets sur les cellules 
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immunitaires et selon leurs effets pro- ou anti-inflammatoires : certaines cytokines sont pro-

inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF-α) alors que d'autres, au contraire, sont anti-

inflammatoires (IL-4, IL-10, et IL-13). 

Différents types de cellules peuvent synthétiser les cytokines (par exemple les lymphocytes 

(surtout les T) ou les monocytes/macrophages), et on leur attribue de nombreuses cibles 

cellulaires possibles sur lesquelles elles ont des actions variées. Les cytokines ont différents 

modes d’action : autocrine, juxtacrine, paracrine et endocrine (figure 9).  

 

Figure 9. Le réseau des cytokines (d’après SABiosciences). Les cytokines jouent un rôle important dans la communication 
entre les cellules. En tant que médiateurs intercellulaires, les cytokines régulent la survie, la croissance, la différenciation et les 
fonctions effectrices des cellules. A part leurs effets pléiotropiques, les actions des cytokines sont souvent redondantes, 
qu’elles soient auto-, para- ou endocrines. Les cytokines exercent leurs effets via des récepteurs localisés sur la surface de 
leurs cibles cellulaires.  
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Les cytokines agissent via des récepteurs membranaires (récepteurs des hématopoïétines, 

des TNF, des interférons, de la superfamille des immunoglobulines et des chimiokines…), 

dont certains se clivent après liaison de leur ligand, inhibant ainsi leur action, et en 

augmentant leur temps de demi-vie. Il est intéressant de noter que certains récepteurs de 

cytokines (récepteurs des hématopoïétines en particulier) sont dépourvus d’activité propre 

et sont associés à d’autres protéines cellulaires impliquées dans leur signalisation. 

Parmi les effets connus des cytokines, nous pouvons mentionner: médiation de l'immunité 

innée (c'est-à-dire non-spécifique), régulation de l'activation, de la croissance et de la 

différentiation des lymphocytes et stimulation de l'hématopoièse. 

Les cytokines canoniques pro-inflammatoires auxquelles nous nous intéresserons 

particulièrement pour nos travaux sont IL-1β, IL-6 et TNF-α, nous donnerons donc quelques 

détails à leur sujet : 

• L’interleukine IL-1β 

L'IL-1β est issue d'une grande protéine précurseur produite par de nombreux types 

cellulaires périphériques et centraux, comme les monocytes et les macrophages résidents 

(Denes et al., 2012; Schumann et al., 1998). 

Elle a des effets locaux et systémiques, comme le TNF-α. De la même manière que le TNF-

α, l’IL-1 stimule l’expression de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales pour 

favoriser la migration des leucocytes circulants vers le site enflammé. Par ailleurs, l’IL-1 joue 

un rôle important dans l’induction de la fièvre. L'IL-1β soluble induit une réponse cellulaire 

en se liant à son récepteur transmembranaire IL-1R1 (« IL-1 receptor 1 »). Quand il y a 

liaison de l'IL-1β à son récepteur, alors une protéine accessoire particulière est recrutée, IL-

1RAcP (« IL-1 receptor 1 accessory protein»), considérée comme co-récepteur. Ce trimère 

initie la signalisation (figure 10). 
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Figure 10. Signalisation de l'IL-1β (d'après QIAGEN). La liaison de l’IL-1β au IL-1R1 induit le recrutement du co-récepteur 
IL-1RAcP. Les protéines cytosoliques MyD88 (Myeloid Differentiation primary response gene-88) et TollIP (Toll-Interacting 
Protein) sont recrutées au complexe formé par l’IL-1β, l’IL-1R1 et l’IL-1R1AcP, où elles fonctionnent comme des adaptateurs, 
recrutant IRAK (IL-1 Receptor-Associated Kinase). IRAK1, une kinase sérine-thréonine, active et recrute TRAF6 (TNF 
Receptor-Associated Factors-6). Puis l’IRAK est ubiquitinylée et dégradée. TRAF6 active 2 voies, une induisant l’activation de 
2 facteurs de transcription qui contrôlent l’expression d’un certain nombre de gènes inflammatoires et cataboliques, NF-κB, 
via les kinases TAB1 (TAK1 Binding Protein-1)/TAK1 (TGF-Beta-Activating Kinase-1), et c-Jun par la voie des MAPK (Mitogen 
Activated Protein Kinase)/JNK (Jun N-terminal Kinases). L’IL-1β, par liaison à son récepteur, peut aussi activer une protéine G 

sensible à la toxine pertussique, qui stimule à son tour l’activité de l’AC (adénylate cyclase) et donc augmente les niveaux 

intracellulaires d’AMPc. L’AMPc active des protéines kinases dépendantes de l’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) 

pour induire aussi l’activation du NF-κB. L’IL-1ra (« IL-1 receptor antogonist) inhibe cette signalisation. ECSIT, Evolutionarily 

Conserved Signaling Intermediate In Toll Pathway, Mitochondrial ; IκB, inhibitor of nuclear factor κB; IKK, IκB kinase ; MEK, 

mitogen-activated protein kinase kinase ; MEKK, mitogen-activated protein kinase kinase kinase ;  NIK, NF-κB inducing kinase. 

• L’interleukine IL-6 

L’IL-6 est produite par de nombreux types cellulaires, dont les monocytes, les cellules T, les 

fibroblastes, les cellules endothéliales, les neurones, les astrocytes et la microglie. Elle 

induit l’activation locale des phagocytes et la modification de l’endothélium. Elle favorise le 

recrutement de monocytes sanguins vers les tissus et la synthèse hépatique de protéines 

de la phase aiguë. L’IL-6 se lie à un récepteur spécifique, l’IL-6R (« IL-6 receptor »), une 

protéine transmembranaire de type I de 80 kDa (Yamasaki et al., 1988). L’IL-6 liée à l’IL-6R 

s’associe à une deuxième protéine transmembranaire, gp130, qui sert de transducteur de 

signal pour l’IL-6 (Taga et al., 1989). De manière intéressante, gp130 est la sous-unité 

commune à tous les récepteurs de ligands de la famille des cytokines de type IL-6 
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(Kishimoto, 2010). La dimérisation de gp130 permet ensuite l’initiation de plusieurs voies de 

signalisation intracellulaires (figure 11). 

 

 

Figure 11. Signalisation de l'IL-6 (d'après SABiosciences). La liaison de l’IL-6 à son récepteur initie l’activation de JAK 
(« Janus Kinase ») et l’activation de la signalisation médiée par Ras. Les JAK activées phosphorylent et activent la transcription 
des STAT (« Signal Transducers and Activators of Transcription »), en particulier STAT3 et de SHP2 (« SH2 (Src Homology-2) 
Domain-containing Tyrosine Phosphatase »). STAT3 phosphorylé se dimérise et est transloqué dans le noyau pour activer la 
transcription de gènes contenant des éléments de réponse à STAT3. STAT3 est essentiel pour la survie cellulaire médiée par 
gp130 et pour les signaux de transition de la phase G1 à S du cycle cellulaire. SHP2 lie le récepteur de cytokine à la voie 
Ras/MAPK et est essentielle pour l’activité mitogène. La voie Ras, agissant via SHC, GRB2 (« Growth Factor Receptor Bound 
protein-2 ») et SOS1 (« Son of Sevenless-1 ») et activant les MAPK, active des facteurs de transcription comme Elk1 et NF-IL6 
(C/EBP-Beta). Ces facteurs et d’autres comme AP-1 et SRF (« Serum Response Factor ») qui répondent à de nombreuses 
différentes voies de signalisation régulent ensemble une variété de promoteurs et « enhancers » répondant à l’IL-6 et d’autres 
facteurs. En plus des voies JAK/STAT et Ras/MAPK, l’IL-6 active aussi la PI3K (« Phosphoinositide-3 Kinase »). La cascade 
PI3K/Akt/NF-κB activée par l’IL-6 médie l’effet anti-apoptotique maximal de l’IL-6 par phosphorylation de BAD (« BCL2 
Associated Death Promoter ») par Akt. La signalisation de l’IL-6 s’achève par l’action de tyrosine phosphatases, du 
protéasome, des SOCS, des PIAS (« Protein Inhibitors of Activated STATs ») et par l’internalisation de récepteurs de cytokine 
par gp130. Une des actions majeures de l’IL-6 est l’activation transcriptionnelle des gènes codant les protéines plasmatiques 
de la phase aiguë par le foie. 

• Le tumor necrosis factor- α (TNF-α) 

Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire multifonctionnelle, ayant des effets sur le 

métabolisme lipidique, la coagulation, la résistance à l’insuline et la fonction endothéliale. Le 

TNF-α est majoritairement produit par les macrophages, les cellules dendritiques et les 

mastocytes, mais aussi par les lymphocytes, les fibroblastes et les kératinocytes, en 

réponse à l’inflammation, une infection ou un autre stress environnemental. Le TNF-α joue 

des rôles importants dans plusieurs processus physiologiques et physiopathologiques, y 
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compris la prolifération cellulaire, la différenciation, l’apoptose, la modulation de réponses 

immunes et l’induction de l’inflammation : il stimule l’expression de molécules d’adhésion et 

la production de chimiokines par les cellules endothéliales notamment, pour permettre le 

recrutement des leucocytes (neutrophiles, monocytes, lymphocytes NK,…) vers le foyer de 

l’inflammation. De plus, le TNF-α active les phagocytes et induit la prolifération des 

lymphocytes T et B lorsque la réponse innée n’est pas suffisante pour la résolution de 

l’inflammation. Enfin, le TNF-α est aussi capable d’induire la synthèse de facteurs de 

croissance nécessaires à la réparation cellulaire. 

 

 

Figure 12. Signalisation du TNF-α (d'après SABiosciences). Le TNF-α induit des effets biologiques variés selon le type 
cellulaire. Le TNF-α agit en se liant au TNFR1 et au TNFR2 sur la surface cellulaire. TNFR1 serait le médiateur majoritaire de la 
cytotoxicité du TNF-α. La liaison du TNF-α à ses 2 récepteurs induit le recrutement de transducteurs de signal qui active au 
moins 3 effecteurs différents. A travers de complexes cascades et réseaux de signalisation, ces effecteurs mène à l’activation 
de caspases et de 2 facteurs de transcription AP-1 (« activation protein-1 ») et NF-κB. Quand le TNF-α se lie au TNFR1, la 
protéine TRADD (TNFR-Associated Death Domain) se lie au TNFR1. Alors, TRADD recrute FADD (« Fas-Associated Death 
Domain »), RAIDD (« RIP-Associated ICH-1/CED-3-homologous protein with a Death Domain »), MADD (« MAPK Activating 
Death Domain ») et RIP (« Receptor-Interacting Protein »). La liaison de TRADD et FADD au TNFR1 induit le recrutement, 
l’oligomérisation et l’activation de la caspase 8. L’activation de la caspase 8 initie alors une cascade protéolytique incluant 
d’autres caspases (caspases 3, 6, 7) et induit enfin l’apoptose. La caspase 8 clive aussi BID (« BH3 Interacting Death 
Domain »). tBID (« Truncated BID ») détériore la membrane mitochondriale externe cause la libération des facteurs pro-
apoptotiques CytoC (Cytochrome-C). Le CytoC se lie au APAF1 (« Apoptotic Protease Activating Factor-1 »), qui recrute la 
caspase 9 et peut à son tour activer la caspase 3. TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor-2) a été impliquée dans 
l’activation de 2 différentes voies menant à l’activation de AP-1 via JNK (« Jun NH2-terminal Kinase »), MEKK (« MEK 
Kinase »), p38 et, avec RIP, l’activation du NF-κB, via la NIK (« NF-κB -Inducing Kinase »). Le TNF-α active les MAPKs 
(« Mitogen Activated Protein Kinases »): ERK1 et ERK2 (« Extracellular signal-Regulated Kinases » 1 et 2). La surexpression de 
SODD (« Silencer Of Death Domains »), supprime la mort cellulaire induite par le TNF-α et l’activation de NF-κB. La liaison au 
TNFR2 peut induire la cytotoxicité vis-à-vis de tumeurs ou autres types cellulaires, mais aussi induire l’expression de 
molécules du MHC (« major histocompatibility complex ») et d’adhésion. 
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On notera que le TNF- α existe sous forme membranaire et soluble (après clivage depuis la 

membrane) qui peuvent toutes deux se lier à deux récepteurs membranaires, TNFR1 et 

TNFR2 (« TNF receptor 1 » et « TNF receptor 2 »). Le TNFR1, exprimé par la plupart des 

tissus, est le récepteur de signalisation majeur pour le TNF-α et le TNFR2, qui lie TNF-α et 

TNF-β, est exprimé majoritairement exprimé par les cellules immunitaires et participe 

seulement à des réponses biologiques limitées. Les voies de signalisation que TNFR1 et 

TNFR2 engagent sont détaillées dans la figure 12.  

Au cours de mes travaux de thèse, je me suis particulièrement intéressée à un sous-groupe 

de cytokines, les chimiokines. 

 Les chimiokines 2.2.2.

Les chimiokines (pour « chemotactic chemokines ») sont de petites protéines (8-14 kDa) se 

liant à l’héparine. Ces protéines sont majoritairement connues pour leur capacité à diriger le 

mouvement des leucocytes circulants vers les sites d’inflammation ou de lésion. En effet, 

les chimiokines et leurs récepteurs ont été originellement étudiés pour leurs rôles dans 

l’inflammation, elles sont connues pour jouer un rôle dans le mouvement des 

mononucléaires dans tout le corps, permettant la réponse immunitaire adaptative et 

contribuant à la pathogenèse d’un certain nombre de maladies (Charo and Ransohoff, 

2006). 

En réalité, les chimiokines sont capables de chimio-attraction de cellules immunitaires, mais 

aussi non-immunitaires, à la fois in vitro et in vivo. Notamment, il a été montré que les 

actions des chimiokines et que leurs interactions avec des récepteurs spécifiques vont au-

delà de leur rôle originellement attribué, le recrutement des leucocytes vers les tissus 

enflammés. 

En effet, l’expression de récepteurs de chimiokines dans des éléments périphériques ainsi 

que dans des cellules résidentes du SNC suggère un système de communication 

intéressant dans des conditions neuroinflammatoires. 

De plus, depuis quelques années, des études suggèrent l’implication des chimiokines et de 

leurs récepteurs dans des processus physiologiques, tant au niveau périphérique qu’au 

niveau central. La présence et les fonctions du système chimiokinergique (les chimiokines et 

leurs récepteurs) au niveau central en conditions physiologiques, discutés plus loin, suggère 

qu’en cas d’inflammation, celui-ci participe aux dérégulations observées. 
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• Les chimiokines et leurs récepteurs : structure et nomenclature  

Jusqu’à aujourd’hui, plus de 50 chimiokines ont été découvertes (figure 13) et classées de 

manière systématique en 4 familles, d’après leur structure (c’est-à-dire le nombre et 

l’espacement des résidus cystéine trouvés à leur extrémité N-terminale). Ces familles sont 

nommées CXC (ou α), CC (ou β), CX3C (ou δ) et C (ou γ). Les chimiokines, à l’exception de 

la famille C, comportent quatre résidus cystéine en région N-terminale, qui forment des 

ponts disulfures qui déterminent leur structure tridimensionnelle. En principe, toutes les 

chimiokines ont la même structure monomérique : une région N-terminale flexible précède 

le premier résidu cystéine, et est impliquée dans l’activation du récepteur. Après la région 

N-terminale, on trouve une boucle N-terminale de 10 à 20 résidus, généralement impliquée 

dans la spécificité au récepteur, puis une courte hélice 310, un feuillet β de trois brins 

antiparallèles β, et une hélice α C-terminale accolée au feuillet β. Cependant, la structure 

quaternaire des chimiokines est vraisemblablement spécifique de chaque famille de 

chimiokines (Lolis and Murphy, 2007). 

 

Figure 13. Récepteurs des chimiokines et leurs ligands adapté de (White et al., 2013). Les récepteurs des chimiokines 
peuvent avoir un ou plusieurs ligands et les chimiokines peuvent exercer leurs actions en se liant à un ou plusieurs récepteurs. 
Par exemple, CCL2 ne se lie qu’au CCR2, mais le CCR2 a plusieurs autres ligands et CCL5 peut se lier à trois récepteurs, 
CCR1, CCR3 et CCR5 qui ont eux aussi plusieurs ligands possibles. 
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Les chimiokines exercent leurs effets biologiques via des récepteurs de surface appartenant 

à la superfamille des récepteurs à sept hélices transmembranaires et couplés aux protéines 

G (ie. des RCPG). La taille des récepteurs de chimiokines est approximativement de 40 kDa. 

La plupart des chimiokines se lient à plusieurs récepteurs différents et la plupart des 

récepteurs de chimiokines lient plusieurs chimiokines différentes (figure 13). 

La liaison d’une chimiokine à son récepteur induit des voies de signalisation distinctes et 

spécifiques de chaque paire chimiokine/récepteur. Néanmoins, la plupart des effets induits 

par le chimiokines sont inhibés par la toxine pertussique, il semble donc que la plupart des 

récepteurs des chimiokines soient couplés à une protéine de la famille Gi. De manière 

dépendante ou non à la libération de la sous-unité de protéine G αi, les chimiokines ont été 

montrés comme activant les voies de la phospholipase C (PLC), de PI3-K/Akt ou encore 

des MAPK (Bajetto et al., 2002; Cartier et al., 2005).Par ailleurs, l’activation de la voie des 

chimiokines dans les neurones a été montrée comme activant, en plus des cascades de 

signalisation mentionnées précédemment, la voie ERK (« extracellular signal-regulated 

kinase ») ou encore la c-jun N-terminal kinase (JNK) (Gosselin et al., 2005) (figure 14).  

Il est intéressant de noter que des récepteurs atypiques de chimiokines existent aussi : ils 

ne transduisent pas tous les signaux des récepteurs « classiques » induisant la chimiotaxie 

ou d’autres réponses cellulaires, mais peuvent influencer la disponibilité et la fonction des 

chimiokines.  

Les chimiokines et leurs récepteurs sont désignés par le nom de leur famille, suivi par « L » 

ou « R », symbolisant un ligand ou un récepteur respectivement, et finalement par un 

nombre, spécifique de la molécule en question (ex. CX3CL1 et CX3CR1, CCL2 et CCR2, 

CCL5 et CCR1, CCR2 et CCR3).  

On notera qu’en plus de cette classification structurale, d’autres classifications existent, sur 

la base des rôles fonctionnels des chimiokines : pro- et anti-inflammatoires, ou encore, en 

trois groupes distinguant chimiokines inflammatoires, homéostatiques et double-fonction. 

Les chimiokines inflammatoires sont essentiellement régulées à la hausse durant 

l’inflammation et sont principalement impliquées dans le recrutement des leucocytes vers 

les tissus enflammés. Les chimiokines homéostatiques sont exprimées de manière 

constitutive dans les divers organes dont les organes lymphoïdes, et sont impliquées la 

migration et le guidage normaux de cellules diverses, dont les leucocytes. Enfin, les 

chimiokines double-fonction ne peuvent pas être assignée à aucune des deux catégories 

précédentes sans ambiguïté.  
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Figure 14. Signalisation des chimiokines (d'après SABiosciences). Les chimiokines médient leurs effets par liaison à leurs 
récepteurs, des RCPG. Lors de la liaison du ligand, les récepteurs des chimiokines s’associent à des protéines G, facilitant 
l’échange du GDP (guanosine diphosphate) en GTP (guanosine triphosphate), c’est-à-dire l’activation des protéines G. Dans 
l’état actif les protéines G se dissocient, qui activent différentes voies de signalisation, induisant divers phénomènes, allant de 
changements du cytosquelette, à la croissance cellulaire, ou à l’apoptose par exemple. Les sous-unités Gβ et Gγ activées  
induisent l’hydrolyse du PIP2 (phosphatidylinositol-4-5-biphosphate) générant de l’IP3 (1,4,5-inositol triphosphate). Et du DAG 
(1,2-diacylglycérol)., dont une conséquence immédiate est la libération de calcium depuis les stocks intracellulaires). On notera 
que l’induction de la mobilisation des stocks de calcium est une activité souvent utilisée pour déterminer l’activité des 
chimiokines. Par ailleurs, la sous-unité Gα peut activer différents effecteurs intracellulaires tels que Ras, Rho, la PLA2 
(phospholipase A2), la PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase), les MAPK (mitogen-activated protein kinase). Ce faisant, les 
chimiokines peuvent participer à divers processus physiologiques et physiopathologiques. CAS, Crk-associated substrate ; 

JAK2, Jnk activated kinase 2 ; GRB2, Growth factor receptor-bound protein 2 ; GRK, G-protein coupled receptor kinase ; PKC, 

protein kinase C ; PDK, phosphoinositide dependent protein kinase; PTK, protein tyrosine kinase; PYK2, protein tyrosine kinase 

2 ; SRF, serum response factor; STAT5, Signal Transducer and Activator of Transcription 5. 

• Les chimiokines dans le système nerveux central 

Comme mentionné précédemment, des cellules du SNC expriment constitutivement à la 

fois les chimiokines et leurs récepteurs : dans le cerveau, c’est le cas des cellules gliales 

(astrocytes, oligodendrocytes et microglie), des cellules endothéliales et des neurones. En 

conséquence, en plus de leur rôle bien documenté dans le système immunitaire, le système 

chimiokinergique pourrait participer dans des processus physiologiques et 

physiopathologiques importants dans le SNC, à travers une activité para- ou autocrine 

(Cardona et al., 2008a) (figure 15).  
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Cette hypothèse est appuyée par sa distribution spécifique dans le cerveau et son 

interaction avec divers systèmes de neurotransmetteurs ou neuropeptidergiques (Adler and 

Rogers, 2005; Rostene et al., 2011). 

Les rôles physiologiques des chimiokines impliquent majoritairement (1) la chimiotaxie, 

impliquée dans le développement du SNC et dans la migration, le guidage et le 

renouvellement de diverses cellules, dont les précurseurs neuraux dans le cerveau adulte, 

et (2) la neuromodulation (modulation de la libération de neurotransmetteurs et de 

neuropeptides avec induction présynaptique de glutamate, de GABA, et/ou augmentation 

postsynaptique des niveaux de Ca2+ intracellulaires), comme illustré par l’effet de CXCL12 

sur la décharge des neurones à vasopressine (AVP) et sur la libération d’AVP (Callewaere et 

al., 2006; Rostene et al., 2007) ou encore sur l’activité des neurones à MCH ou sur des 

cultures primaires de neurones hypothalamiques (Guyon et al., 2005a; Guyon et al., 2005e). 

 

Figure 15. Les chimiokines participent à la communication entre les différentes cellules du cerveau. Dans le cerveau, 
divers types cellulaires, tels que les neurones, les astrocytes et la microglie, produisent des chimiokines et expriment des 
récepteurs des chimiokines à la fois en conditions physiologiques et pathologiques. De ce fait, les chimiokines peuvent médier 
la communication neurone-astrocyte, neurone-microglie, microglie-astrocyte, microglie-microglie, astrocyte-astrocyte et 
neurone-neurone. Ces interconnections impliquent les chimiokines dans des contextes physiologiques et 
physiopathologiques. 

Donc, en plus de la médiation des réponses immunitaires, les chimiokines et leurs 

récepteurs sont impliqués dans des processus physiologiques importants pour assurer un 

fonctionnement cérébral normal, en participant au dialogue entre neurones, cellules gliales 

et les cellules immunitaires périphériques. 
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Entre contextes inflammatoires physiologiques et physiopathologiques, le principal 

changement à propos des chimiokines concerne l’augmentation de leur expression, qui 

pourrait expliquer, au moins en partie, la différence des effets que peut entraîner une même 

paire chimiokine/récepteur. En effet, durant une inflammation, les chimiokines sont régulées 

positivement et leur caractéristique la plus décrite est la chimioattraction de cellules 

immunitaires depuis la périphérie vers le cerveau, qui à leur tour maintiennent l’inflammation 

via, parmi d’autres mécanismes, la sécrétion de chimiokines. Les chimiokines ont aussi été 

impliquées dans l’activation de la microglie résidente et des astrocytes (Ambrosini and 

Aloisi, 2004). Le recrutement et l’activation de ces types cellulaires induisent la libération de 

facteurs inflammatoires qui peuvent devenir délétères pour la survie et le fonctionnement 

neuronal (Ambrosini and Aloisi, 2004). 

 

Figure 16. Effets des chimiokines dans le SNC en conditions physiologiques. Dans l'encadré: processus auxquels les 
chimiokines participent. En conditions physiologiques, les neurones, les astrocytes et la microglie sont en contact direct. 
Quand ils ne sont pas activés, ou « quiescents », les astrocytes et la microglie participent au maintien de l’homéostasie 
tissulaire et à la régulation de fonctions cérébrales (remodelage de synapses, surveillance du parenchyme cérébral pour 
détecter des pathogènes ou des lésions,…) qui nécessitent la production et la libération de facteurs neurotrophiques et de 
cytokines et chimiokines pro- et anti-inflammatoires. En conditions physiologiques, les chimiokines participent donc au 
maintien de l’homéostasie tissulaire et à la régulation de processus physiologiques dans le SNC, ainsi qu’au développement 
cérébral. 

Par ailleurs, notre hypothèse est que les chimiokines pourraient exercer des effets 

neuromodulateurs altérés en conditions inflammatoires. Les chimiokines et leurs récepteurs 
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sont suspectés d’être des médiateurs majeurs des effets de la neuroinflammation, depuis 

l’attraction des cellules immunitaires jusqu’aux changements comportementaux. En effet, 

d’une part, le système chimiokinergique participe à la réponse immunitaire et d’autre part, 

ce système est exprimé dans le cerveau constitutivement et de manière non-homogène, en 

termes de régions et de cellules les exprimant, comme c’est le cas de systèmes de 

neurotransmetteurs et neuropeptidergiques. De plus, le système chimiokinergique a été 

montré comme interagissant avec des systèmes de neurotransmetteurs et 

neuropeptidergiques spécifiques, et des études récentes suggèrent qu’il est capable de 

moduler l’activation de neurones de manière directe (Reaux-Le Goazigo et al., 2013). Ainsi, 

le système chimiokinergique pourrait être responsable de changements comportementaux 

associés à l’inflammation.  

Nos études nous auront amenés à nous concentrer sur 2 chimiokines particulières, CCL2 et 

CCL5, et leurs récepteurs.  

• CCL2 et son récepteur CCR2 

CCL2, ou MCP-1 (« monocyte chemoattractant protein-1 ») est un membre des protéines 

chimio-attractrices de monocyte (MCPs, « monocyte chemoattractant proteins »), un groupe 

de chimiokines de la famille CC connues pour le recrutement des monocytes vers les tissus 

lésés après trauma, infection, exposition à des toxines ou ischémie. A l’heure actuelle, cinq 

MCPs ont été identifiées et décrites : CCL2 (MCP-1), CCL8 (MCP-2), CCL7 (MCP-3), CCL13 

(MCP-4), et CCL12 (MCP-5) (Bacon et al., 2002). Elles partagent une homologie de 

séquence et une similarité structurale de 60–70%. CCL2 a été la première découverte et est 

la mieux décrite. Chez l’Homme, CCL2 est composée de 76 acides aminés, et son poids 

moléculaire avoisine les 15 kDa (Van Coillie et al., 1999). 

De nombreux types cellulaires, comme les cellules endothéliales, les cellules de muscle 

lisse, les fibroblastes, les cellules épithéliales, les monocytes, les astrocytes, les cellules 

microgliales et les neurones, peuvent produire CCL2, que ce soit constitutif ou induit par 

certains agents ou conditions tels que le stress oxydatif, des cytokines ou des facteurs de 

croissance (Deshmane et al., 2009). Nous noterons tout de même que les 

monocytes/macrophages sont la source principale de CCL2.  

Il a été démontré que chaque membre de la famille des MCPs attire un sous-ensemble 

spécifique de leucocytes après liaison à leurs différents récepteurs (Gouwy et al., 2004). 

Bien que le récepteur CCR2 (« CC-chemokine receptor 2 ») puisse lier à la fois CCL2, CCL7 

et CCL8, il a été montré que CCL2 est son ligand le plus efficace pour l’activation des voies 

de transduction de signal induisant la transmigration des monocytes via le CCR2 (Sozzani et 
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al., 1994). Par ailleurs, CCL2 se lie très préférentiellement, voire uniquement, au CCR2 

(figure 13) et son rôle le plus décrit est la régulation de la migration et de l’infiltration des 

monocytes, des lymphocytes T mémoire et des cellules NK. 

A la différence de CCL2, l’expression de CCR2 est relativement restreinte. Il existe deux 

formes issues d’un épissage alternatif de CCR2, CCR2A et CCR2B, qui ne diffèrent l’un de 

l’autre que par leur extrémité C-terminale (Charo et al., 1994). CCR2A est l’isoforme 

majoritairement exprimée par les cellules mononucléaires ou les cellules du muscle lisse 

(Bartoli et al., 2001), alors que les monocytes et les cellules NK activées expriment surtout 

CCR2B. Il est possible que les deux isoformes activent des voies de signalisation 

différentes et induisent des effets différents. Par exemple, la chimiotaxie par CCL2 des 

cellules exprimant CCR2A est indépendante de la mobilisation de Ca2+, alors qu’il y a influx 

calcique dans les cellules exprimant le CCR2B (Cho et al., 2007; Sanders et al., 2000). Il faut 

noter que CCR2 a des rôles à la fois pro- et anti-inflammatoires : le rôle pro-inflammatoire 

de CCR2 est dépendant des cellules présentatrices d’antigène (CPA) et des cellules T, alors 

que le rôle anti-inflammatoire de CCR2 dépend de l’expression de CCR2 sur les cellules T 

régulatrices. 

Au-delà de sa liaison au CCR2, CCL2 peut se lier à des récepteurs atypiques (mentionnés 

précédemment). Il s’agirait de récepteurs « leurres » permettant notamment de réguler les 

niveaux de CCL2, important pour le maintien de l’homéostasie. Les récepteurs atypiques 

liant CCL2 les plus connus sont D6 et DARC (« duffy antigen receptor for chemokines »), qui 

ne lient pas spécifiquement CCL2 et lient plusieurs cytokines avec la même affinité, 

renforçant le concept de récepteurs « éboueurs». 

CCL2 serait impliquée dans l’arthrite rhumatoïde (Hayashida et al., 2001), l’athérosclérose 

(Kusano et al., 2004) ou encore le diabète de type 2 (Sartipy and Loskutoff, 2003).  

Au niveau central, CCL2 et CCR2 seraient tous deux exprimés dans l’hypothalamus, 

notamment dans l’ARC et le LHA (Kasukawa et al., 2011). Le rôle principal attribué à CCL2 

dans le SNC a longtemps été que, sécrété par les astrocytes activés, elle attirerait la 

microglie aux sites d’infection ou de lésion neuronale où la microglie phagocyterait les 

microbes ou les débris cellulaires (Barna et al., 1994; Boddeke et al., 1999; Cross and 

Woodroofe, 1999; Glabinski et al., 1996; Gourmala et al., 1997; Hayashi et al., 1995; Hurwitz 

et al., 1995; Ransohoff et al., 1993). Cependant, comme mentionné auparavant, CCL2 peut 

aussi être produite par la microglie elle-même, les cellules endothéliales (Berman et al., 

1996; Gourmala et al., 1997; Hausler et al., 2002; Thibeault et al., 2001) et les neurones 

(Banisadr et al., 2005a; Banisadr et al., 2005d; Meng et al., 1999)  en conditions basales et 

neuroinflammatoires. Les monocytes périphériques peuvent aussi migrer dans le SNC en 
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réponse à la neuroinflammation (Gourmala et al., 1997; Rankine et al., 2006; Serbina and 

Pamer, 2006). Dans ce cas, non seulement les monocytes mais aussi les cellules 

endothéliales des microvaisseaux du cerveau exprimant le CCR2 peuvent répondre au 

CCL2, augmentant la perméabilité de la BHE (Dzenko et al., 2001; Dzenko et al., 2005; Song 

and Pachter, 2004; Stamatovic et al., 2006; Stamatovic et al., 2003). De manière 

intéressante, il semble que la voie de signalisation CCL2/CCR2 soit importante dans 

l’attraction des progéniteurs neuraux aux sites de dommage neuronal (Belmadani et al., 

2006). On notera que l’expression de CCR2 a été rapportée dans les neurones (Banisadr et 

al., 2005d; Banisadr et al., 2002; Coughlan et al., 2000; van der Meer et al., 2000) et dans 

les astrocytes (Andjelkovic et al., 2002; Croitoru-Lamoury et al., 2003). L’activation du CCR2 

astrocytaire favorise leur survie via les voies de signalisation NF-κB (« nuclear factor-κB ») et 

Akt signaling (Quinones et al., 2008) et favoriserait la production de facteurs 

neurotrophiques (Kalehua et al., 2004).  

Des études ont montré que CCL2, joue d’importants rôles dans le SNC, dans des troubles 

neurodégénératifs notamment. L’implication de CCL2 dans l’accident vasculaire cérébral, 

dans la maladie d’Alzheimer ou encore dans la sclérose en plaques a été démontrée 

(Conductier et al., 2010; Dawson et al., 2003; Le Thuc et al., 2015; O'Connor et al., 2015). 

En ce qui concerne CCR2 dans le cerveau, il a été impliqué dans la sclérose en plaques, 

l’accident vasculaire cérébral et l’a maladie d’Alzheimer notamment (Chu et al., 2014; Le 

Thuc et al., 2015; O'Connor et al., 2015). 

• CCL5 et ses récepteurs CCR1, CCR3 et CCR5 

Le gène ccl5 a été découvert en 1988 (Schall et al., 1988) et la protéine a été isolée et 

caractérisée pour la première fois en 1990 (Schall et al., 1990). CCL5, ou RANTES (pour 

« regulated upon activation normal T cell expressed and secreted »), est une chimiokine de 

68 aa.  

CCL5 a été montrée comme induisant la migration et le recrutement, in vitro, des 

lymphocytes T, des cellules dendritiques, des éosinophiles, des cellules NK, des 

mastocytes et des basophiles. Bien qu’on l’ait considérée, à l’origine, comme une cytokine 

spécifique des lymphocytes T (d’où son nom RANTES) (Schall et al., 1988), CCL5 est en fait 

produite par une multitude de types cellulaires : plaquettes, macrophages, éosinophiles, 

fibroblastes, cellules endothéliales, épithéliales, endométriales, les neurones, les astrocytes 

et la microglie. La variété des cellules exprimant CCL5 et qui sont impliquées dans ses 

effets l’impliquent dans de multiples processus biologiques : du contrôle du pathogène au 
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renforcement de l’inflammation dans des troubles aseptiques tels que le cancer ou 

l’athérosclérose (Levy, 2009). 

Les récepteurs connus de CCL5 sont CCR1, CCR3 et CCR5 (« CC-family receptor », 1, 3 et 

5, respectivement) (Murphy, 2002). CCL5 se lie préférentiellement à CCR5 et à CCR1 

(Blanpain et al., 2001). 

Lors du processus de recrutement de cellules in vivo, les oligomères de CCL5 sont 

immobilisés sur des glycosaminoglycanes (GAG) endothéliaux et interagissent avec les 

récepteurs par les leucocytes arrivant dans la circulation sanguine. Il est intéressant de 

noter que l’oligomérisation n’est pas nécessaire à l’activité de CCL5 in vitro, mais qu’elle est 

cruciale in vivo, tout comme la liaison aux GAG (Proudfoot et al., 2003). Il peut y avoir 

hétérodimérisation de CCL5 avec CXCL4, ce qui renforce les fonctions biologiques de 

CCL5 (Nesmelova et al., 2008). Par exemple, CXCL4 pourrait amplifier l’arrêt des 

monocytes sur l’endothélium CCL5-dépendant (von Hundelshausen et al., 2005). En ce qui 

concerne les récepteurs, ils sont fonctionnels en tant que monomères, mais ils peuvent 

aussi former des homo- ou des hétéro-dimères, ce qui leur permet l’acquisition de 

nouvelles propriétés, comme la co-internalisation, la désensibilisation croisée et une 

signalisation différentielle (Thelen et al., 2010).  

Les oligomères de CCL5 interagissent avec les récepteurs au niveau de leurs 3 boucles 

extracellulaires et la portion amino-terminale (Allen et al., 2007). La formation du complexe 

ligand-récepteur active les sous-unités Gαi et Gβγ des protéines G, menant à 

l’augmentation des niveaux d’AMP cyclique, d’inositol triphosphate et de Ca2+ intracellulaire 

(Murphy, 2002). Ces éléments de signalisation induisent la polarisation cellulaire et la 

translocation de NF-κB, qui résulte en l’augmentation des capacités phagocytiques, la 

survie cellulaire et la transcription de gènes pro-inflammatoires, dont beaucoup sont des 

chimiokines et des récepteurs de chimiokines (Allen et al., 2007; Thelen and Stein, 2008). Il 

apparaît que CCL5 peut aussi induire une signalisation indépendante des protéines G 

(Appay and Rowland-Jones, 2001).  

Une fois que la signalisation des protéines G a eu lieu, le complexe CCL5-récepteur est 

internalisé via endocytose clathrine-dépendante. Alors, les organelles et vacuoles 

cytoplasmiques sont recrutées pour réaliser le recyclage des récepteurs et/ou dégrader les 

complexes actifs chimiokine/récepteur. Ces effets sont importants pour la régulation des 

niveaux de récepteurs à la membrane externe, permettant la régulation de l’activité cellulaire 

et la réduction des niveaux extracellulaires de CCL5 et d’autres chimiokines, ce qui est 

essentiel pour le maintien de l’homéostasie (Cardona et al., 2008b; Mantovani and Locati, 

2008). Comme pour CCL2, d’autres récepteurs participent au « nettoyage » de CCL5 : les 
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récepteurs atypiques mentionnés précédemment ; concernant CCL5, les récepteurs 

« leurres » se liant à CCL5 les plus connus sont DARC et D6 (Jamieson et al., 2005; 

Mantovani et al., 2001). 

Des niveaux élevés de CCL5 ont été associés à des troubles et pathologies inflammatoires 

variées, tels que le rejet de greffes allogéniques (ou allogreffes), l’athérosclérose, l’arthrite, la 

dermatite atopique, des troubles inflammatoires des voies respiratoires, l’hypersensibilité 

retardée, glomérulonéphrite, endométrite ou encore des troubles neurologiques comme la 

maladie d’Alzheimer et certains cancers (Marques et al., 2013). Dans ces pathologies, CCL5 

agirait par la promotion de l’infiltration leucocytaire vers les sites d’inflammation. Il a aussi 

été montré que CCL5 joue un rôle important dans la réponse immunitaire à une infection 

virale. Notamment, CCL5 et surtout CCR5 ont été impliqués dans l’infection par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH). En effet, CCR5 est le co-récepteur majeur permettant 

l’entrée de la souche NSI-HIV-1 du VIH dans les cellules. Par contre, le rôle de CCL5 dans 

le VIH semble ambivalent dans le sens où selon le contexte, CCL5 pourrait inhiber ou 

favoriser la réplication virale (Marques et al., 2013). 

 Au niveau central, CCL5 et ses récepteurs sont exprimés et certains de leurs rôles ont été 

rapportés. CCL5 et ses récepteurs seraient notamment exprimés dans certaines parties de 

l’hypothalamus, y compris l’ARC et le LHA (Kasukawa et al., 2011). On notera d’ailleurs 

qu’ils semblent agir à la fois dans la physiologie et dans la pathophysiologie. En physiologie, 

CCL5 a été associée à la migration neuronale et au développement cérébral, par exemple, 

elle induirait la migration et la différenciation vers un phénotype nociceptif d’un sous-

ensemble de neurones du ganglion de la racine dorsale chez la souris (Bolin et al., 1998). 

Toujours dans l’aspect physiologique de la contribution de CCL5 dans le SNC, il a été 

rapporté qu’elle induit la prolifération de progéniteurs d’astrocytes dérivés de SNC de fœtus 

humain âgé de 5 semaines, en favorisant leur expansion et en inhibant leur différenciation à 

ce stade précis. Après 10 semaines de gestation, après l’expansion de ces cellules, au 

contraire, CCL5 inhibe les réponses prolifératives et favorise la survie cellulaire pour faciliter 

leur différenciation (Bakhiet et al., 2001). Ces effets âge-dépendants de CCL5 sur les 

astrocytes embryonnaires humains suggèrent le rôle primordial de CCL5 dans le 

développement cérébral. Du point de vue de la pathologie, CCL5 et ses récepteurs ont pu 

être associés à la sclérose en plaques. En effet, CCL5 a été détectée (parmi d’autres 

chimiokines) dans les plaques en état de démyélinisation active, avec de hauts niveaux 

d’inflammation (Simpson et al., 2000). De plus, des niveaux élevés de CCL5 ont été 

rapportés comme étant surtout associés aux cellules endothéliales vasculaires et aux 

astrocytes et ses récepteurs CCR1, CCR3 et CCR5 ont été retrouvés, dans les tissus post-
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mortem de sujets atteints de sclérose en plaques, au niveau des macrophages spumeux1 et 

de la microglie activée, au sein des lésions qui contiennent d’ailleurs les plus hauts niveaux 

de leurs ligands (Balashov et al., 1999; Simpson et al., 1998). De plus, toujours dans le 

contexte de la sclérose en plaques, des niveaux élevés de CCL5 dans le liquide céphalo-

rachidien de sujets atteints de cette maladie. Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, le 

peptide Aβ peut induire la production de CCL5 (parmi d’autres chimiokines) par les 

astrocytes et les oligodendrocytes, donc CCL5 pourrait participer à l’accumulation de 

cellules gliales autour des plaques séniles. 

 

                                                
1
 Macrophages spumeux : Les macrophages présents dans les lésions de sclérose en plaques contiennent des lipides reflétant 

l’ingestion et l’accumulation des lipides de la myéline. Les macrophages sont alors qualifiés de « spumeux » par rapport à leur 

aspect. 
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3. Inflammation et troubles de la régulation centrale du 
comportement alimentaire et du poids corporel 

Comme mentionné précédemment (voir Introduction, 1. Régulation centrale du 

comportement alimentaire et du poids corporel), l’homéostasie énergétique est finement 

régulée via une communication bidirectionnelle entre le cerveau et la périphérie ; 

l’hypothalamus est une région cérébrale capitale dans cette régulation, principalement par 

production et sécrétion de neuropeptides anorexigènes et orexigènes. Ainsi, il est aisé 

d’envisager qu’un défaut de la régulation de ces réseaux neuropeptidiques contribuerait à 

un CA anormal, qu’il s’agisse d’une perte d’appétit ou d’une surconsommation de 

nourriture. Or, cela a été largement établi par de très nombreuses études lésionnelles, 

pharmacologiques, génétiques,…  

Par ailleurs, l’inflammation, notamment l’inflammation hypothalamique, a été associée à 

différentes dérégulations du CA : de forte ou de faible intensité, elle a pu être liée à une 

perte d’appétit et à l’obésité, respectivement (Braun and Marks, 2010; Velloso et al., 2008). 

Or, ces dérégulations du CA représentent des problèmes de santé publique majeurs, 

notamment l’obésité, majoritairement due à une surconsommation de nourriture. En effet, 

l’obésité, qui ne cesse de se développer depuis la fin du XXème siècle, est fréquemment 

associée, entre autres, au diabète, aux maladies cardiovasculaires, à des pathologies 

hépatiques, à des cancers… qui peuvent être fatals. D’autre part, une perte d’appétit 

consécutive à certaines pathologies inflammatoires comme les cancers, en entraînant un 

déficit en ressources énergétiques, peut entraver la guérison.  

 Inflammation et perte de poids involontaire 3.1.

 Généralités sur la perte de poids involontaire 3.1.1.

Un amaigrissement involontaire peut avoir de multiples causes, et est parfois le signe d’une 

maladie sous-jacente grave telle qu’un cancer, auquel cas, cette perte de poids est un 

symptôme auquel il est important de faire attention, notamment lorsque celle-ci est de 10% 

au minimum en un an. 

L’amaigrissement involontaire serait dans la grande majorité des cas associé à des troubles 

psychiques tels que la dépression qui peut entraîner une perte d’appétit durable, et donc un 

amaigrissement. Comme suggéré plus haut, une perte de poids involontaire peut être 

consécutive à des causes organiques, notamment par des maladies du système digestif, 

mais aussi par des pathologies cardio-vasculaires, endocriniennes, auto-immunes, 

cancers… Voici quelques exemples : cancer (la perte de poids en est un des premiers 
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symptômes : 40% diagnostiquées avec un cancer auraient rapporté une perte de poids 

durant les mois précédents), maladie de Crohn (et autres maladies inflammatoires de 

l’intestin), maladie infectieuse (ex. infection au VIH, hépatite, tuberculose,…), maladie 

neurologique (démence, maladie de Parkinson…), maladie cœliaque (perte de poids liée à la 

malabsorption des aliments), ulcère digestif,… 

La consommation abusive de certaines substances a aussi été décrite comme pouvant 

entraîner un amaigrissement involontaire (drogues, alcool et certains médicaments). 

Par ailleurs, le vieillissement a souvent été associé à un amaigrissement, qui la plupart du 

temps est lié à une perte d’appétit induisant à terme à une malnutrition sévère. 

Une perte de poids traduit de manière générale un déséquilibre de la balance énergétique 

en faveur des dépenses énergétiques face aux apports. Une perte de poids involontaire 

peut être expliquée par une diminution de la prise alimentaire (elle-même pouvant avoir 

différentes causes : malabsorption des nutriments, douleurs associées à l’ingestion de la 

nourriture et surtout une perte d’appétit (anorexie, à ne pas confondre avec l’anorexie 

mentale),…) mais aussi par une augmentation des dépenses énergétiques par augmentation 

du métabolisme de base (augmentation de la thermogenèse par exemple). 

Il faut donc noter qu’une partie relativement importante des causes organiques de la perte 

de poids involontaire sont des maladies à composante inflammatoire intense. 

 L’inflammation de haut-grade dans la pathogenèse de la perte de poids 3.1.2.

involontaire 

De nombreuses pathologies, aiguës ou chroniques (cancers, infections bactériennes, etc…), 

comptent parmi leurs symptômes l’anorexie et la perte de poids, voire la cachexie. Ceci 

contribue à une malnutrition et peut donc fortement affecter de manière négative la survie et 

la qualité de vie. Le dénominateur commun de ces pathologies est un état inflammatoire de 

« haut-grade », autrement dit, de forte intensité, qui pourrait jouer un rôle dans l’échec des 

systèmes hypothalamiques concernés, à réguler correctement le CA.  

De nombreux états pathologiques bénins sont souvent accompagnées par une perte 

d’appétit, autrement dit, d’une anorexie, faisant partie d’une réponse classique de défense 

d’un organisme vis-à-vis d’une infection, d’une blessure etc, qualifiée de « comportement 

de maladie » (ou « sickness behavior » chez les anglosaxons). En effet, le comportement de 

maladie implique des changements comportementaux variés qui se développent en même 

temps que l’infection ou autre pathologie, en particulier au niveau de l’humeur et de 

l’homéostasie énergétique. Si l’anorexie est de courte durée, comme elle devrait l’être 
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normalement, similairement aux autres stratégies de lutte adoptées, elle est alors bénéfique 

et favorise la guérison. 

Cependant, dans certains cas, notamment de cancers, la perte d’appétit, et donc de poids, 

peut perdurer. C’est alors que l’état du sujet va en se dégradant (malaises 

hypoglycémiques, aménorrhée chez la femme, ou encore une décalcification fragilisant les 

os et la chute de dents). Si l’anorexie, quelque soit son type et ses causes, se prolonge trop 

longtemps, les sujets malades peuvent entrer en cachexie, ce qui correspond à un état de 

maigreur pathologique accompagnée d’une asthénie profonde et d’une dysfonction des 

organes. Une anorexie trop prolongée peut même être mortelle. Parce qu’une anorexie et 

une perte de poids non résolues peuvent entraver la guérison, voire mener à la mort d’un 

sujet, il est important de mieux comprendre les mécanismes liant l’inflammation et les 

centres cérébraux de la régulation de l’homéostasie énergétique. 

Au cours des dernières décennies, un certain nombre d’études ont souligné le rôle capital 

des cytokines pro-inflammatoires comme le l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α, dans la perturbation 

du contrôle de l’homéostasie énergétique dans le syndrome d’anorexie-cachexie. 

D’un point de vue mécanistique, les études portant sur le comportement de maladie ont 

montré que ce dernier peut être initié par des cytokines issues de la périphérie induite par 

des agents infectieux périphériques. De premières études avaient aussi montré que 

l’injection ICV d’IL-1β chez les rongeurs induisait de profonds changements 

comportementaux (Spadaro and Dunn, 1990). Parmi les premières preuves du rôle 

fondamental des cytokines centrales dans la régulation du comportement de maladie, il y a 

eu l’aspect cinétique après injection centrale ou périphérique de certaines cytokines (Banks 

et al., 2001; Kent et al., 1992b). Puis il a été montré que l’injection centrale de l’antagoniste 

du récepteur de l’IL-1β empêche les effets induits par l’injection périphérique de la cytokine 

(Kent et al., 1992a; Kent et al., 1992c). Mettant en avant le rôle des cytokines comme 

médiateurs fondamentaux dans la réponse à une infection, des études ont montré que 

l’injection d’IL-1 centrale était toujours capable d’induire un comportement de maladie chez 

des souris dont le récepteur TLR4 du lipopolysaccharide (LPS) bactérien (composant de la 

membrane externe des bactéries à Gram négatif) était non-fonctionnel, au contraire de 

l’injection ICV de LPS (Johnson et al., 1997; Segreti et al., 1997). 

Les cytokines impliquées dans l’induction et la régulation du comportement de maladie au 

niveau central, libérées directement dans la circulation par les cellules immunitaires peuvent 

être transportées au niveau cérébral (compte-tenu de la perméabilité accrue de la BHE 

causée par l’inflammation (Wispelwey et al., 1988)), ou directement produites par les 

neurones et les cellules gliales dans le SNC (Hopkins et Rothwell, 1995; Rothwell et 
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Hopkins, 1995; Licinio et Wong, 1997; Sternberg, 1997; Mantovani et al., 1998; Haslett, 

1998). Dans le contexte de maladies systémiques, on notera que les effets centraux de ces 

cytokines sur semble indépendants du lieu de leur sécrétion.  

Comme évoqué précédemment (voir Introduction, 2. L’inflammation), depuis la périphérie, 

les cytokines agiraient sur le cerveau par deux voies principales : une voie neurale (depuis 

les afférences neuronales primaires qui innervent le site infecté) et une voie humorale, 

impliquant la production de cytokines par des cellules immunitaires au niveau des OCV et 

du plexus choroïde. Les cytokines diffuseraient alors vers ses cibles cérébrales (Konsman et 

al., 2002). 

La plupart des cytokines agissent au niveau du site d’infection, de manière paracrine. Ainsi, 

les afférences neurales peuvent être la cible de cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, il est 

intéressant de noter que le nerf vague innervant les organes de la cavité abdominale  

contient des macrophages et des cellules dendritiques produisant notamment de l’IL-1 en 

réponse au LPS. Or, les neurones sensoriels du nerf vague exprime des récepteurs à l’IL-1, 

et l’IL-1 stimule l’activité sensorielle du nerf vague (Konsman et al., 2002). Le rôle important 

du nerf vague dans la transmission d’information depuis la périphérie vers le cerveau a été 

démontrée par des expériences de vagotomie : les afférences vagales ont été montrées 

comme médiant une partie de l’induction du comportement de maladie, de l’activation 

neurale du tronc cérébral, de l’hypothalamus et des structures limbiques après injection de 

LPS ou d’IL-1 en périphérie (Konsman et al., 2002). 

Plus lente que la voie neurale, la voie humorale de transmission d’informations depuis le 

système immunitaire en périphérie vers le cerveau. Elle implique des intermédiaires 

moléculaires au niveau de l’interface sang-cerveau répondant à des cytokines ou débris de 

pathogènes circulants. Ce sont les PGE2 qui semblent représenter les acteurs majeurs de la 

fièvre et de l’activation de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) induites par les 

cytokines (Konsman et al., 2002). Les PGE2 agissent sur des neurones du tronc cérébral et 

de l’hypothalamus (Konsman et al., 2002). Par ailleurs, comme mentionné précédemment, 

l’IL-1β peut être synthétisée par des cellules immunitaires dans les OCV et dans les plexus 

choroïdes en réponse à un stimulus immunitaire périphérique, et la diffusion de l’IL-1β 

depuis l’éminence médiane jusqu’à l’ARC pourrait expliquer au moins partiellement 

l’anorexie induite par les cytokines (Konsman et al., 2002). Notons que la nature des 

neuromédiateurs responsables des effets centraux de l’IL-1β ont été peu décrits. 

De manière intéressante, l’administration chronique de ces cytokines est capable de 

reproduire les caractéristiques du syndrome d’anorexie-cachexie (Gelin et al., 1991; 

Mantovani et al., 1998; Matthys and Billiau, 1997; Moldawer et al., 1992; Tisdale, 1997) alors 
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que l’utilisation d’anticorps neutralisants dirigés contre le TNF en inhibe le développement 

(Matthys and Billiau, 1997; Noguchi et al., 1996; Sherry et al., 1989). De plus, 

l’administration d’un antagoniste du récepteur de l’IL-1β empêche l’anorexie dans des 

modèles animaux de cancer (Laviano et al., 2000). Il a été montré que l’IL-1 endogène du 

cerveau était un médiateur de l’anorexie induite par le LPS en agissant sur l’expression de 

cytokines dans l’hypothalamus (Laye et al., 2000) et il semblerait que l’IL-1β puisse agir sur 

les neurones POMC de l’ARC (Scarlett et al., 2007) alors que le TNF-α favoriserait 

indirectement la dépense énergétique par signalisation β3 adrénergique au tissu adipeux 

brun (Arruda et al., 2011). Il a été montré par différentes approches que l’atténuation de 

l’inflammation coïncide avec une réduction de l’inflammation hypothalamique et empêche la 

perte de poids chez des animaux modèles d’anorexie. Par exemple, l’inhibition de l’AMPK 

(« AMP (adenosine monophosphate) protein kinase ») dans l’hypothalamus réduit 

l’inflammation hypothalamique mais augmente aussi la prise alimentaire dans l’anorexie 

induite par le cancer et permet une meilleure survie générale (Ropelle et al., 2007). De plus, 

le traitement avec administration de ghréline, hormone « de faim », diminue l’expression de 

l’IL-1β et augmente la prise alimentaire (DeBoer et al., 2007). 

Comme mentionné auparavant, un modèle couramment utilisé pour l’étude de l’anorexie 

liée à l’inflammation est celui de l’injection péritonéale (IP) de LPS chez les mammifères 

(Alexander and Rietschel, 2001). Ce modèle induit un comportement de maladie chez les 

animaux, avec, entre autres, induction d’une fièvre, activation de l’axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien et anorexie. Or, les aspects métaboliques, physiologiques et 

comportementaux du comportement de maladie semblent dépendants de signaux 

moléculaires impliqués dans la réponse inflammatoire locale, tels que les cytokines (IL-1, IL-

6, TNF-α, par exemple) qui sont libérées par les cellules immunitaires activées. Il a été 

notamment postulé que l’anorexie induite par le LPS est indépendante des afférences 

vagales, suggérant que l’anorexie dépend uniquement de mécanismes inflammatoires 

centraux et que les effets centraux du LPS périphérique pourraient être, entre autres, 

médiés par des cytokines et/ou via les récepteurs au LPS exprimés par certaines cellules du 

cerveau (Ueta et al., 2007; Wisse et al., 2007). 

En effet, il est connu que les cellules microgliales expriment le TLR4, récepteur du LPS. Or, 

Hines et ses collaborateurs ont montré que bloquer la signalisation du TLR4 empêche 

l’activation de la microglie, inhibe la production de cytokines et prévient le développement 

du comportement de maladie induits par le LPS périphérique (Hines et al., 2013). 

Des études ont examiné les changements dans les expressions géniques de neuropeptides 

hypothalamiques anorexigènes et orexigènes chez des souris ou des rats injectés en IP 
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avec du LPS (Gayle et al., 1999; Ogimoto et al., 2006; Sergeyev et al., 2001). D’une manière 

générale, il semble que le LPS périphérique diminue dans un premier temps l’expression 

des peptides orexigènes et au contraire augmente celle des peptides anorexigènes, puis, 

dans des phases plus tardives, l’expression des peptides orexigènes ré-augmente 

probablement pour favoriser de nouveau le prise alimentaire et compenser la perte de 

poids. Cependant, les médiateurs liant l’inflammation et ses conséquences au niveau des 

systèmes centraux régulant l’homéostasie énergétique, et finalement sur le poids, n’ont pas 

été déterminés de manière certaine.  

 Inflammation et obésité 3.2.

De manière intéressante, l’inflammation est une caractéristique à un autre trouble de la 

régulation de la prise alimentaire et du poids corporel opposé : l’obésité.  

 Généralités sur l’obésité 3.2.1.

L’obésité, reconnue comme maladie en 1997 par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS), n’a eu cesse de progresser ces dernières années, de manière inquiétante, menant 

l’OMS à la qualifier de pandémie. Elle se caractérise par un excès de masse grasse, réparti 

dans tout l’organisme, et pouvant nuire à la santé. Un individu est considéré obèse dès lors 

que son Indice de Masse Corporelle (IMC)2 est supérieur ou égal à 30 (figure 17). 

 

Figure 17. L'indice de masse corporelle (IMC). Formule de calcul de l'IMC. Qualification de l'état corporel d'un individu en 
fonction de l'IMC. 

A l’échelle mondiale, près de 13% de la population adulte (11% des hommes et 15% des 

femmes) étaient obèses en 2014. Il est intéressant de noter que la prévalence de l’obésité a 

plus que doublé entre 1980 et 2014 et le développement de l’obésité infantile est 

inquiétant : environ 42 millions d’enfants de moins de 5 ans étaient en surpoids ou obèses 

en 2013. Par ailleurs, surpoids et obésité augmentent aussi de façon spectaculaire dans les 

pays à faible ou moyen revenu, surtout en milieu urbain. Actuellement, surpoids, obésité et 

les troubles qui leur sont associés provoquent davantage de décès que l’insuffisance 

pondérale. 

                                                
2
 IMC : rapport de la masse en kg d’un individu par sa taille en m 
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En France, l’Enquête ObEpi, Roche de 2012 comptait 32,3% de la population adulte 

française comme étant en surpoids, et 15% comme obèses soit près de 7 millions 

d’individus contre 3,4 millions environ en 1997 date de début de la première Enquête 

ObEpi.  

La dangerosité de l’obésité se situe notamment dans le fait qu’elle représente un facteur de 

risque de maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires (hypertension 

artérielle, cardiopathies, accidents vasculaires cérébraux (AVC,…), le diabète, la stéatose 

hépatique, des maladies respiratoires, les troubles musculo-squelettiques (surtout 

l’arthrose), certains cancers (endomètre, sein, côlon…), des troubles neurodégénératifs… 

Elle est aussi parfois associée à la dépression dont elle peut être la cause et/ou la 

conséquence. Par ailleurs, l’obésité infantile peut entraîner des difficultés respiratoires, une 

hypertension artérielle, l’apparition des premiers marqueurs de maladies cardiovasculaires, 

l’augmentation du risque de fracture ou encore une résistance à l’insuline et des problèmes 

d’ordre psychologique, le tout lié à un risque accru de mort prématurée et d’incapacité à 

l’âge adulte (figure 18). 

 

Figure 18. Comorbidités de l'obésité (adapté d'après Center for Disease Control, Etats-Unis). 

L’obésité peut avoir une cause génétique, être une conséquence d’une pathologie primaire 

et/ou de son traitement (facteurs hormonaux et/ou psychologiques, médicaments, etc),… 
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mais le facteur le plus important est l’environnement. A l’heure actuelle, la cause est 

souvent comportementale, avec une sédentarité croissante, et la surconsommation de 

régimes hypercaloriques et hyperénergétiques, où l’excès de calories est majoritairement 

dû à une augmentation de l’apport lipidique. Or, afin de maintenir un poids normal, un 

équilibre est nécessaire entre les apports alimentaires et les dépenses énergétiques, 

autrement dit « la balance énergétique ». Dans le cas des régimes hypercaloriques, la 

balance va pencher du côté des apports, créant un déséquilibre pouvant mener à l’obésité. 

Pour comprendre l’obésité, il est intéressant de noter que le rôle très important de 

l’inflammation dans la mise en place et/ou le développement de l’obésité et de ses 

comorbidités. 

 L’inflammation de bas-grade dans la pathogenèse et le maintien de l’obésité 3.2.2.

Il est très important de noter qu’alors que l’inflammation associée à une perte de poids est 

de haut-grade, l’inflammation associée à l’obésité est, au contraire, de bas-grade. Autre 

élément intéressant de noter : le caractère chronique de l’inflammation associée à l’obésité. 

Concernant l’obésité, l’inflammation a surtout, et largement, été décrite dans les tissus et 

organes périphériques (tissu adipeux, foie, pancréas, etc). Mais plus récemment, il a été 

aussi démontré qu’un challenge hypercalorique, en particulier hyperlipidique, même de 

courte durée, entraîne une inflammation hypothalamique, qui persiste dans les modèles 

d’obésité nutritionnelle. 

• Inflammation périphérique et obésité 

Le lien entre inflammation et obésité a été établi depuis longtemps. Il a été montré 

notamment que l’inflammation liée à l’obésité n’est pas une inflammation « classique » dans 

la mesure où elle n’en induit pas les signes cardinaux : rougeur, gonflement, chaleur et 

douleur. De plus, l’inflammation classique est normalement associée à une augmentation du 

métabolisme et n’est que temporaire. L’inflammation liée à l’obésité est de nature différente. 

D’une part, il s’agit d’une inflammation aseptique. En effet, le déclencheur de l’inflammation 

de l’obésité est de nature métabolique : elle est souvent causée par la consommation 

excessive de certains nutriments. D’ailleurs, la perte de poids permet souvent la résolution 

de l’inflammation. D’autre part, il est intéressant non seulement que le déclencheur de 

l’inflammation soit métabolique, mais aussi qu’en périphérie du moins, les cellules où 

l’inflammation émerge en premier lieu et qui la maintiennent, soient des cellules 

« spécialisées » dans le métabolisme : adipocytes, hépatocytes, cellules ß-pancréatiques 

par exemple (mais aussi les neurones des systèmes peptidergiques impliqués dans la 
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régulation du comportement alimentaire, comme nous le verrons plus loin). Ainsi, on qualifie 

souvent l’inflammation associée à l’obésité et au syndrome métabolique d’ « inflammation 

métabolique ». 

La première découverte concernant l’inflammation dans les tissus obèses a été celle de 

niveaux élevés de TNF-α dans adipocytes de souris obèses, en comparaison à des souris 

minces (Hotamisligil et al., 1995). Depuis, de nombreuses études ont montré qu’une 

multitude de médiateurs inflammatoires sont surexprimés dans le TA de sujets obèses : IL-

1β, IL-6, TNF-α, CCL2,… (Berg and Scherer, 2005; Shoelson et al., 2006), mais aussi que le 

TA n’est le seul à expérimenter un état inflammatoire durant l’obésité : sont aussi touchés 

l’intestin, le foie, le pancréas, le cerveau et le muscle squelettique (Cai et al., 2005; De 

Souza et al., 2005; Ehses et al., 2007; Monteiro-Sepulveda et al., 2015; Saghizadeh et al., 

1996). Comme mentionné précédemment, l’inflammation associée à l’obésité est de bas-

grade : il y a une augmentation significative de l’expression des cytokines, mais qui est 

modeste et/ou locale par rapport à celle induite par une infection ou un trauma. 

Une autre caractéristique de l’inflammation associée à l’obésité est l’infiltration accrue des 

tissus métaboliques par les cellules immunitaires, notamment l’infiltration du TA par les 

macrophages, ce qui contribue à augmenter l’expression de médiateurs inflammatoires 

dans ces tissus (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003b). Cependant, l’implication des 

cellules immunitaires ne se limite pas à une simple infiltration de macrophages. Dans le TA 

par exemple, les macrophages peuvent avoir deux états d’activation différents dits M1 et 

M2, pro- et anti-inflammatoire, respectivement. Cet état d’activation est notamment 

influencé par des facteurs métaboliques. Chez les souris obèses, il y a été démontré une 

augmentation de la population de macrophages M1, ainsi que des cellules NK et des 

mastocytes (Liu et al., 2009; Ohmura et al., 2010). De plus, le ratio de cellules T CD8+/CD4+ 

dans le TA augmenterait lors du développement de l’obésité alors que le nombre de 

lymphocytes T régulateurs diminuerait. Ces modifications en termes de populations 

cellulaires immunitaires pourraient donc contribuer à la physiopathologie métabolique. Par 

exemple, des études suggèrent que les macrophages M1 participeraient à une 

désensibilisation à l’insuline (Olefsky and Glass, 2010). 

Autre caractéristique de l’inflammation associée à l’obésité mentionnée précédemment : sa 

chronicité. En effet, les études menées indiquent que la surexpression de cytokines ainsi 

que l’infiltration des différents tissus par les cellules immunitaires ont lieu graduellement et 

ne semblent pas se résoudre. Notons que la plupart des études se penchant sur ces 

aspects temporels se sont concentrés, jusqu’ici, sur le TA. Une hypothèse proposée pour 

expliquer la chronicité de l’inflammation associée à l’obésité est que l’état inflammatoire 
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induit par la « surcharge » métabolique ne serait pas assez drastique pour induire un 

programme de résolution complète. De ce fait, les signaux de bas-grade émanant des 

tissus seraient maintenus dans le temps. Une autre hypothèse possible est que le 

renouvellement des adipocytes (où les macrophages auraient pour rôle de phagocyter les 

débris cellulaires des adipocytes morts) et autres évènements fassent en réalité partie d’un 

programme résolutif spécifique à ce cas. Il est aussi envisageable que cela pourrait être son 

origine, métabolique, qui « empêche » ce type de programme. L’absence de ce type de 

réponse à des signaux métaboliques serait-elle induite par l’obésité ou serait-ce la 

conséquence d’une disparité trop importante entre l’évolution de la physiologie des 

espèces et l’évolution environnementale ? 

En résumé, les caractéristiques de l’inflammation associée à l’obésité, en périphérie tout du 

moins, sont i) d’être métabolique – elle est induite par les nutriments et est orchestrée par 

les cellules « métaboliques » (i.e. spécialisées dans le métabolisme (adipocyte, hépatocyte, 

cellule β pancréatique, myocyte…)) ; ii) d’être de bas-grade, avec une expression modérée 

et locale de médiateurs inflammatoires ; iii) de créer un milieu altéré où la « composition » 

des tissus en cellules immunitaires favorise un environnement tissulaire inflammatoire ; et iv) 

un maintien dans le temps de cet état inflammatoire, sans résolution apparente.  

Comment l’inflammation associée à l’obésité est-elle initiée en périphérie ? Le signal à 

l’origine de cette inflammation en périphérie reste à éclaircir. Cependant, comme mentionné 

auparavant, l’inflammation périphérique associée à l’obésité semble commencer au niveau 

des cellules « métaboliques ». En effet, même ces cellules non-immunitaires possèdent 

leurs propres mécanismes de défense et peuvent induire une signalisation inflammatoire et 

communiquer en réponse aux signaux de danger. Par exemple, l’adipocyte peut exécuter 

de nombreux évènements de signalisation inflammatoire comme l’activation des TLR, 

l’activation des voies de signalisation de la kinase de stress JNK et de NF-κB ou encore la 

production de cytokines pro-inflammatoires en réponse aux signaux de stress métabolique. 

Une hypothèse serait que durant le cycle prise alimentaire/jeûne, une réponse inflammatoire 

pulsatile pourrait avoir lieu dans les cellules métaboliques. Celle-ci serait causée soit par la 

nature inflammatoire intrinsèque des nutriments (ils sont du « non-soi »), soit par le fait 

même de se nourrir, qui couplerait naturellement les nutriments à des molécules 

inflammatoires (augmentation de la perméabilité intestinale pour assurer l’absorption 

maximale de nutriments mais qui favoriserait la libération de molécules inflammatoires dans 

la circulation (issues probablement du microbiote) comme le LPS). En conditions normales, 

l’inflammation de faible intensité culmine au moment de la prise alimentaire et est résolue 

une fois les nutriments métabolisés. En conditions d’obésité et de surconsommation de 
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nourriture, le signal constant provenant de la prise de nutriments résulterait en une réponse 

inflammatoire plus importante. Ces signaux de faible intensité s’accumuleraient et seraient 

amplifiés après chaque exposition aux nutriments, altérant le fonctionnement normal des 

voies métaboliques, et pourraient même atteindre un niveau où les cellules immunitaires 

seraient recrutées. Une fois les cellules immunes activées et participant à la réponse à 

l’inflammation, la sévérité de la réponse augmenterait et le dysfonctionnement des cellules 

métaboliques s’aggraverait. 

Une autre théorie est celle selon laquelle les nutriments en soi ne sont pas inflammatoires, 

mais d’après laquelle leur excès est capable d’induire les voies classiques senseurs des 

pathogènes ou les voies de la réponse immunitaire. Le système détecterait que ces 

nutriments en grande abondance sont pathologiques en les apparentant à des pathogènes. 

Cette « fausse identité » pourrait être due à une perte dose-dépendante de la spécificité qui 

exploite la capacité des senseurs de pathogène à différencier les pathogènes d’entités à la 

structure similaire, comme les lipides. Des études soutiennent cette théorie. Par exemple, 

on sait que les adipocytes expriment les récepteurs senseurs de pathogènes TLR4 et TLR2 

et il a été montré chez la souris que le TLR4 exprimé par les adipocytes peut être activé par 

une infusion d’acides gras saturés et que cette activation contribue à la résistance à 

l’insuline (Shi et al, 2006). De plus, l’augmentation du niveau d’acides gras dans le système, 

causé par la consommation d’un HFD, augmente l’expression du TLR4 et la perte génétique 

du TLR4 dans ces conditions peut améliorer la résistance à l’insuline (Saberi et al, 2009 ; 

Tsukumo et al, 2007). Un autre exemple est celui de la kinase senseur de pathogène, PKR 

(« protein kinase R »), qui perçoit les ARN double brin, signe d’infection virale, et qui induit 

en conséquence une réponse inflammatoire. Il a été montré que dans l’obésité ou avec une 

infusion de lipides, et pourtant en l’absence de virus, la PKR est activée (Nakamura et al, 

2010). De manière intéressante, la consommation d’un HFD, la PKR peut orchestrer 

l’activité de la JNK et réguler négativement la signalisation de l’insuline. Le modèle 

ressortant de ces exemple serait : en conditions normales, les niveaux de nutriments à gérer 

par le système seraient suffisamment bas pour que seules les voies métaboliques soient 

engagées. Cependant, avec une surconsommation de nourriture, l’organisme est exposé à 

de hauts niveaux de nutriments, qui pourraient activer des voies et molécules senseurs de 

pathogènes au sein des cellules métaboliques. Ce surplus de signaux envoyés par les 

nutriments pourrait engager un niveau supérieur d’inflammation avec activation des cellules 

immunitaires, qui perturberaient le bon fonctionnement des tissus métaboliques affectés.  

Certaines études ont eu pour but de déterminer si certains nutriments pourraient 

directement déclencher une réponse et ont permis d’identifier, in vitro dans des cultures de 
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cellules, plusieurs candidats pouvant induire une inflammation « métabolique ». Par 

exemple, les acides gras libres, et plus particulièrement les acides gras libres saturés ont 

été décrits comme pouvant activer une signalisation inflammatoire dans plus types 

cellulaires (Boden and Shulman, 2002; Iyer et al., 2010).  

 Il est donc établi que l’obésité est associée à une inflammation. Quels sont son rôle et ses 

conséquences dans l’obésité ? De nombreuses études ont démontré que l’activation de 

voies de signalisation inflammatoires altère le métabolisme et notamment, interfère avec la 

signalisation de l’insuline et de la leptine. La perte de sensibilité à l’insuline et à la leptine, 

qu’elle soit périphérique et/ou centrale, apparaît comme une conséquence de l’obésité, 

mais participe aussi à son développement. 

Les voies de signalisation et molécules inflammatoires ainsi que les cellules immunitaires 

impliquées dans l’inflammation périphérique associée à l’obésité ont été largement 

étudiées. 

En périphérie, l’inflammation associée à l’obésité affecte majoritairement les tissus 

métaboliques (particulièrement le TA, l’intestin, le foie, le pancréas et le muscle 

squelettique) et est associée à une augmentation de l’expression de cytokines pro-

inflammatoires, dont les canoniques IL-1β, IL- 6 et TNF-α, dans ces tissus et dans le sérum. 

Par ailleurs, plusieurs kinases inflammatoires ont été mises en jeu dans les tissus 

mentionnés précédemment et y ont été identifiées comme des contributeurs majeurs à de 

l’inflammation associée à l’obésité: par exemple, JNK, IKK (« inhibitor of κ kinase), PKR, 

S6K (« S6 kinase »), PKCθ (« protein kinase Cθ »), ERK (« extracellular signal-regulated 

protein kinase ») et mTOR (« mammalian target of rapamycin »). L’activation de ces kinases 

participe à la désensibilisation périphérique à l’insuline (Boura-Halfon and Zick, 2009) et à la 

leptine. Parmi ces kinases, celles majoritairement impliquées semblent être JNK, IKK, en 

particulier la voie IKKβ/NF-κB, et PKR. 

De même, les SOCS, dont l’expression peut être induite par l’IL-6 par exemple, ont aussi 

été impliqués (Lebrun and Van Obberghen, 2008). 

Les cellules immunitaires participent aussi à l’inflammation associée à l’obésité. En effet, 

notamment par l’expression de chimiokines et de leurs récepteurs, des cellules 

immunitaires peuvent infiltrer les tissus métaboliques soumis au stress métabolique. 

L’exemple le plus décrit est l’infiltration du TA par les macrophages, notamment via la 

signalisation CCL2/CCR2 chez les animaux nourris avec un HFD. Les cellules immunitaires 

infiltrées dans les tissus métaboliques peuvent en influencer l’état inflammatoire. Par 

exemple, les macrophages peuvent être pro- ou anti-inflammatoires selon leur type 

d’activation, à savoir M1 et M2 respectivement. Les cellules immunitaires ont donc leurs 
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effets propres et l’activation de voies particulières telles que celles de l’IKKβ/NF-κB, du 

CCR2 ou du TLR4 dans les macrophages M1 infiltrant le TA ont été montrées comme 

impliquées dans la pathogenèse (Arkan et al., 2005; Ito et al., 2008; Saberi et al., 2009), au 

contraire de la voie JNK (Sabio et al., 2008; Vallerie et al., 2008), dont l’activation dans les 

adipocytes est suffisante pour déclencher des dysfonctionnements de la signalisation de 

l’insuline dans le TA. Au contraire, certains gènes permettent l’activation des macrophages 

vers un phénotype M2, comme ceux des récepteurs nucléaires PPARγ et PPARδ 

(« peroxisome proliferator-activated receptor » γ et δ) (Kang et al., 2008; Odegaard et al., 

2007). De manière générale, concernant les macrophages M1 infiltrant le TA, les études ont 

confirmé qu’interférer avec les actions pro-inflammatoires des macrophages bénéficie au 

fonctionnement du TA et à l’homéostasie glucidique dans tout l’organisme. 

Par ailleurs, un nouveau champ d’étude ayant attiré l’attention ces dernières années est la 

contribution du microbiote intestinal aux perturbations métaboliques et à l’obésité. En effet, 

les interactions entre les bactéries constituant la flore intestinale et les réponses de l’hôte 

semblent pouvoir influencer notamment le gain de poids, la sensibilité à l’insuline et l’état 

inflammatoire général, des paramètres fortement impliqués dans cette pathologie. A 

l’origine de l’engouement pour ce domaine d’étude est la découverte selon laquelle le 

microbiote des animaux obèses est très différent de celui des animaux minces (Furet et al., 

2010; Ley et al., 2005). En effet, chez les animaux et hommes obèses, les niveaux de 

Bacteroidetes sont réduits alors que ceux des Firmicutes sont augmentés. Il a été suggéré 

depuis que la composition de la flore bactérienne intestinale des souris obèses 

augmenterait le niveau d’exposition au LPS, induisant l’activation du récepteur au TLR4 et 

par conséquent, une réponse immunitaire innée chez l’hôte (Cani et al., 2007). D’autres 

mécanismes et acteurs inflammatoires, comme le TLR5, pourraient être mis en jeu. De 

manière générale, il semble qu’en amplifiant l’inflammation, notamment au niveau de 

l’intestin, le microbiote pourrait participer à la pathogenèse de l’obésité, au niveau du gain 

de poids, mais aussi au niveau du métabolisme glucidique et de la résistance à leptine, 

parmi d’autres. Par ailleurs, des études ont montré que des interventions chirurgicales 

visant à traiter l’obésité (« by-pass » gastrique Roux-en-Y) entraînent des modifications de 

la composition du microbiote, sans relation avec la prise calorique (Furet et al., 2010; Kong 

et al., 2013).  

De manière fonctionnelle, l’inflammation périphérique a été largement impliquée dans les 

phénomènes de résistance à l’insuline dans les différents tissus touchés. Rappelons que 

l’insuline est une hormone hypoglycémiante majoritairement impliquée dans la régulation de 

l’absorption du glucose et des niveaux d’acides gras libres (AGL) circulants ainsi que dans 
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la régulation homéostatique de la prise alimentaire. Produite par le pancréas, ses cibles 

majeures sont le TA, le foie et le muscle. Dans le TA, elle diminue la lipolyse et donc l’efflux 

d’AGL depuis les adipocytes. Dans le foie, elle inhibe la néoglucogenèse en inhibant des 

enzymes clés. Dans le muscle squelettique, elle induit majoritairement l’absorption de 

glucose en stimulant la translocation du transporteur de glucose GLUT4 (« Glucose 

transporter type 4 ») à la membrane plasmatique des myocytes. La résistance à l’insuline 

est au départ accompagnée d’une hyperinsulinémie, probablement un mécanisme de 

compensation visant à maintenir les effets de l’insuline en fonction de l’état métabolique de 

l’individu. A terme, le stress des cellules β pancréatiques produisant et sécrétant l’insuline 

est trop important et il y a mort cellulaire, donc absence de production d’insuline, des 

caractéristiques du diabète de type 2 (DT2). Ainsi, la résistance à l’insuline observée chez 

les sujets obèses et/ou atteints de DT2, on observe une concentration accrue d’AG libres 

circulants, une accumulation ectopique de graisses empêchant l’absorption de glucose 

induite par l’insuline dans le muscle squelettique et une augmentation de la production 

hépatique de glucose. L’inflammation périphérique associée à l’obésité, dans son 

ensemble, inhibe la signalisation de l’insuline. Par exemple, des tyrosine kinases comme 

IKKβ et JNK, phosphorylent l’IRS-1, une protéine adaptatrice essentielle à la signalisation 

du récepteur à l’insuline, ce qui inhibe la cascade de signalisation du récepteur de l’insuline. 

L’insuline est une hormone dont la signalisation est fortement altérée dans l’obésité, 

cependant, ce n’est pas la seule. En effet, une autre caractéristique majeure de l’obésité est 

la résistance à la leptine.  

Comme mentionné précédemment, historiquement, la leptine a été d’abord considérée 

comme un signal adipeux surtout impliqué dans la régulation centrale de la balance 

énergétique (voir Introduction, 1. Régulation centrale du comportement alimentaire et du du 

poids corporel). L’hyperleptinémie est une manifestation caractéristique de l’obésité qui 

pourrait expliquer au moins en partie le gain de poids. L’augmentation des niveaux de 

leptine pourrait avoir pour but de maintenir les effets de l’hormone et d’assurer 

l’homéostasie énergétique. La résistance à la leptine est utilisée pour déterminer les 

différents états d’obésité, où l’hyperleptinémie et/ou une diminution de la réponse à 

l’administration de la leptine est observée. Nombre des effets de la leptine se font au niveau 

cérébral, mais pas seulement. En réalité, au-delà de son action sur les neurones régulant la 

prise alimentaire, la leptine est impliquée dans de nombreux processus physiologiques en 

périphérie, comme l’angiogenèse, l’hématopoïèse, la formation des os, la cicatrisation, 

l’immunocompétence et surtout la régulation du métabolisme lipidique et glucidique ainsi 

que l’absorption intestinale des nutriments. De ce fait, le développement de la résistance à 
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la leptine peut entraver les effets centraux et périphériques de la leptine : prise alimentaire, 

absorption des nutriments, métabolisme, sensibilité à l’insuline, etc, menant à une 

dérégulation de la balance énergétique. En effet, l’hyperleptinémie pourrait mener à 

l’hypertrophie et l’hyperplasie du TA, et contribuer ainsi à l’accumulation de masse grasse. 

Dans le foie, la résistance à la leptine favoriserait une hyperinsulinémie et une 

hyperlipidémie. Concernant le muscle squelettique, il est possible de postuler que la 

résistance à la leptine participe à l’atrophie musculaire associée à l’obésité. 

A l’heure actuelle, les mécanismes sous-jacents à la résistance à la leptine restent encore 

méconnus. Cependant, plusieurs possibilités ont été proposées : une déficience du 

transport de la leptine au travers de la BHE pour atteindre leurs cibles neuronales, 

l’inhibition de la cascade de signalisation de la leptine dans des neurones spécifiques, une 

diminution « défensive » de l’expression des récepteurs de la leptine ou une 

désensibilisation de la signalisation cellulaire en aval, à la fois centrale et périphérique. Mais 

d’autres facteurs semblent aussi pouvoir contribuer à la résistance à la leptine comme 

l’inflammation ou le stress oxydatif, mais aussi le type de régime consommé (Haring and 

Harris, 2011; Leon-Cabrera et al., 2013; Shapiro et al., 2011). Concernant l’inflammation, il a 

été montré que le TNF-α, l’IL-1 et le LPS, par exemple, augmente la concentration de 

leptine circulante chez les rongeurs et les humains (Finck et al., 1998; Janik et al., 1997; 

Kirchgessner et al., 1997; Sarraf et al., 1997; Zumbach et al., 1997), suggérant que ces 

médiateurs inflammatoires, et possiblement d’autres, sont impliqués dans l’hyperleptinémie 

et la résistance à la leptine. Des études ont suggéré que la relation entre inflammation et 

résistance à la leptine peut être modulée par certains nutriments. Par exemple, de hautes 

concentrations en glucose ou encore en acides gras libres, peuvent activer des voies 

inflammatoires (Giugliano et al., 2006), menant au développement d’une résistance à la 

leptine. 

En conclusion, l’inflammation métabolique périphérique associée à l’obésité a des 

conséquences délétères à de nombreux niveaux et si elle est conséquence de mauvaises 

habitudes alimentaires favorisant le phénotype obèse, l’inflammation en elle-même favorise 

les dysfonctionnements tissulaires qui participent eux-aussi au développement de l’obésité. 

• Inflammation hypothalamique et obésité 

Dans le contexte d’obésité nutritionnelle, en plus d’être activées dans les tissus 

périphériques, les voies inflammatoires sont aussi activées dans des aires centrales 

exerçant un contrôle sur le métabolisme énergétique, notamment l’hypohalamus médio-

basal (MBH), qui comprend l’ARC et l’EM.  
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Cette inflammation hypothalamique induite par la consommation de régimes hyperlipidiques 

a intéressé une partie de mes travaux de thèse. 

Quels sont les signaux induisant cette inflammation ? Est-elle une cause ou une 

conséquence de l’obésité ? 

Le lien entre obésité nutritionnelle et inflammation hypothalamique a été décrit pour la 

première fois il y a 10 ans, par de Souza et ses collaborateurs (De Souza et al., 2005). Les 

auteurs ont démontré que chez le rat, la consommation d’un HFD pendant 16 semaines 

augmentait l’activation d’intermédiaires inflammatoires dans l’hypothalamus médio-basal, 

comme JNK et NF-κB, entraînant la production de cytokines pro-inflammatoires canoniques 

comme IL-1β, TNF-α et IL-6 ainsi que des défauts de signalisation de l’insuline et de la 

leptine Ces observations à propos de l’inflammation hypothalamique associée à l’obésité 

nutritionnelle ont été reconfirmées chez le rat et retrouvées chez la souris obèse et les 

Primates non humains (Grayson et al., 2010; Holland et al., 2011; Kleinridders et al., 2009; 

Maric et al., 2014; Morselli et al., 2014; Posey et al., 2009; Thaler et al., 2012; Valdearcos et 

al., 2014; Weissmann et al., 2014; Zhang et al., 2008c). 

Une différence primordiale entre l’inflammation induite par le régime en périphérie et celle 

induite au niveau de l’hypothalamus est le temps de latence avant son apparition. Des 

études ont montré que cette inflammation, répondant vraisemblablement à la surnutrition, 

se développe beaucoup plus rapidement dans l’hypothalamus que dans les tissus 

périphériques. En effet, il faut plusieurs semaines voire plusieurs mois avant d’observer 

l’inflammation dans le TA par exemple, alors que dans l’hypothalamus, la consommation 

d’un HFD pendant une période beaucoup plus restreinte de 24 à 72h suffit à augmenter la 

transcription des cytokines pro-inflammatoires et à entraîner une gliose, marque 

d’inflammation dans le cerveau (Thaler et al., 2012). 

Ainsi, l’inflammation induite par l’excès de nutriments dans l’hypothalamus précède la mise 

en place de l’obésité, l’inflammation et les perturbations métaboliques en périphérie. Ceci 

suggère que l’inflammation hypothalamique joue un rôle dans la modulation métabolique 

normale, et surtout qu’elle est un acteur majeur dans le développement de la 

physiopathologie induite par la surnutrition. 

Comment l’inflammation hypothalamique est-elle induite ? 

D’une part, il a été suggéré que c’est l’excès de nutriments, qui sont normalement des 

régulateurs physiologiques importants des réseaux neuronaux hypothalamiques, qui médie 

la mise en place d’une inflammation au niveau de l’hypothalamus. De plus, il a été montré 

que certaines cytokines, surexprimées chez les obèses, sont capables de mimer les effets 

de la surnutrition, illustrant le rôle majeur des médiateurs inflammatoires dans l’obésité. 



93 

 

INTRODUCTION 
3. Inflammation et troubles de la régulation centrale du comportement alimentaire et du poids corporel 

L’excès de nutriments induirait-il une surexpression de médiateurs pro-inflammatoires qui 

serait responsable du développement de l’obésité ? Cet aspect sera détaillé dans la partie 

« Résultats, 2. Implication de la chimiokine CCL5 dans la prise de poids par action sur les 

neurones à MCH : un rôle dans la pathogenèse de l’obésité ». 

D’autre part, d’autres études attribuent la faculté de déclencher cette inflammation 

hypothalamique aux AGS, notamment ceux à longue chaîne, du fait de leur accumulation 

dans l’hypothalamus lors de la consommation d’un HFD. Pour plus de détails, se référer à la 

partie « Résultats, 3. La nature des lipides influence-t-elle le développement de l’obésité ? ». 

D’autres mécanismes ont été proposés comme pouvant participer à l’inflammation 

hypothalamique induite par la surnutrition. Par exemple, le stress du réticulum 

endoplasmique. En effet, celui-ci a été lié au développement de la résistance à l’insuline 

dans plusieurs types cellulaires (Hotamisligil, 2010) et la surnutrition chez la souris est 

associée à l’activation hypothalamique de la voie IKKβ/NF-κB, qui induit l’induction d’un 

stress du réticulum endoplasmique dans les neurones (Purkayastha et al., 2011b; Zhang et 

al., 2008c). De même, le stress oxydatif pourrait être un facteur initiateur et participant au 

maintien de l’inflammation hypothalamique induite par la nutrition. En périphérie, le stress 

oxydatif, avec la production de ROS (« reactive oxygen species »), précède des 

perturbations métaboliques sévères et la résistance à l’insuline induite par une obésité 

nutritionnelle (Matsuzawa-Nagata et al., 2008). Le cerveau humain ne représente que 2% du 

poids total d’un individu, mais utilise près de 20% de l’oxygène et des calories 

consommées par le corps, le rendant particulièrement vulnérable à la production excessive 

de ROS et au stress oxydatif. En effet, les mitochondries produisent naturellement des ROS 

en condition physiologique, notamment lors de l’oxydation des nutriments tels que le 

glucose ou les acides gras (Leloup et al., 2011). Cependant, il a été montré qu’une 

production excessive de ROS dans l’hypothalamus se produit chez le rat obèse. Cela 

participe au stress oxydatif local et altère non seulement la détection du glucose dans cette 

zone mais aussi la réponse physiologique associée, comme la sécrétion réflexe d’insuline 

en périphérie (Colombani et al., 2009). Enfin, l’autophagie a aussi été étudiée dans ce 

contexte. L’autophagie est un processus cellulaire permettant l’élimination d’éléments 

cytoplasmiques et organelles endommagés afin de maintenir une homéostasie interne et 

une intégrité structurale. L’autophagie joue aussi un rôle clé dans les réponses cellulaires au 

stress métaboliques. Dans des conditions de surnutrition, le stress du réticulum 

endoplasmique et le stress oxydatif peuvent induire l’autophagie (Butler and Bahr, 2006) 

(Yorimitsu et al., 2006). Perturber les voies de l’autophagie a été montré comme pouvant 

augmenter la prise alimentaire et le poids, en association avec une augmentation de 
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l’activation hypothalamique de la voie IKKβ/NF-κB. Ceci illustre la connexion entre les voies 

autophagiques et inflammatoires dans l’hypothalamus, comme c’est le cas dans d’autres 

tissus.  

Un autre point qui doit attirer notre attention dans la caractérisation de l’inflammation 

hypothalamique associée à la surnutrition est la contribution des différents types cellulaires 

de l’hypothalamus. L’hypothalamus, bénéficie d’une position privilégiée pour assurer son 

rôle dans la régulation du CA puisqu’elle facilite la détection des informations sur l’état 

métabolique d’un individu circulant depuis la périphérie. En effet, au niveau des OCV, la 

BHE est perméable, et l’hypothalamus est juxtaposé au 3V, donc au liquide céphalo-

rachidien. « Le revers de la médaille » est que ces caractéristiques de l’hypothalamus en 

font une région cérébrale vulnérable face au stress induit par un excès de nutriments. 

Dans ce contexte, un certain nombre d’études se sont intéressées aux conséquences 

neuronales de la surnutrition, mais ont aussi décrit les réponses des cellules gliales 

(microglie et astrocytes en particulier) qui prolifèrent et sont activés (gliose) lors de la 

consommation d’un HFD. (Nous avons nous-mêmes étudié la réponse de ces cellules lors 

de la consommation d’un HFD, à très court-terme. Cet aspect sera détaillé dans la partie 

« Résultats, 4. Quelle est la réponse précoce à la consommation d’un régime hyperlipidique 

dans l’hypothalamus ? ». 

Par ailleurs, un autre type spécialisé de cellule gliale a aussi été impliqué dans 

l’inflammation hypothalamique liée à l’excès de nutriments : les tanycytes. Ce sont des 

cellules épendymaires. Dans l’hypothalamus, les tanycytes sont localisés au niveau de 

l’éminence médiane et s’étendent depuis la surface épendymaire du 3V jusqu’à un plexus 

vasculaire particulièrement fenestré et perméable aux facteurs circulants. Les tanycytes 

hypothalamiques émergent en tant que composant-clé dans le réseau répondant à la 

leptine pour contrôler le poids et la balance énergétique (Bolborea and Dale, 2013; Lee et 

al., 2012). Les tanycytes seraient capables de répondre au glucose et à divers 

neurotransmetteurs tels que l’ATP (adénosine triphosphate), l’histamine, l’acétylcholine. Les 

tanycytes seraient impliqués dans le transport de la leptine à travers la BHE et agiraient 

comme point de contrôle avant que la leptine atteigne les neurones du MBH (Balland et al., 

2014). Fait intéressant, les tanycytes pourraient aussi jouer un rôle en tant que progéniteurs 

neuraux. Au départ, la consommation d’un HFD induit chez la souris la prolifération et la 

différenciation en neurones fonctionnels des tanycytes (Lee et al., 2012), mais la 

consommation chronique d’un HFD est au contraire associée à une déplétion des cellules 

« progenitor-like » dan l’hypothalamus, dont les tanycytes (McNay et al., 2012). Les 

tanycytes expriment notamment des récepteurs de certaines cytokines comme le TNFR1, 
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ainsi, les tanycytes pourraient répondre à des signaux inflammatoires et transmettre 

l’information à d’autres types cellulaires hypothalamiques. 

En conclusion, l’inflammation, notamment hypothalamique, est associée à des 

dérégulations du CA et à des modifications de poids corporel drastiques, qu’il s’agisse 

d’une perte trop importante ou d’un gain excessif. Que l’inflammation et de mêmes acteurs 

soient impliqués dans le développement de phénotypes opposés tient probablement aux 

différences entre les contextes inflammatoires caractérisant obésité et cachexie (tableau 1). 
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Tableau 1. Comparaison des caractéristiques de l'inflammation métabolique et de l'inflammation associée à la 
cachexie (d'après Cai et Liu, 2011). 

 

  

Inflammation induisant 

anorexie et perte de poids (cachexie)
Inflammation « métabolique »

Maladies associées • aigües : infection systémique, lésion 

traumatique 

• chroniques : infection systémique, cancer, 

SIDA…

maladies liées au syndrome métabolique : 

obésité, diabète de type 2, hypertension liée à 

l’obésité, maladies de l’artère coronaire, 

athérosclérose, stéatose hépatique, maladies 

neurodégénératives liées au vieillissement,…)

Durée aiguë ou chronique (selon le milieu) chronique

Intensité haut-grade et robuste bas-grade

Nature des stimuli inflammatoires hauts niveaux circulants de cytokines/

chimiokines et substances inflammatoires 

(ex. prostaglandines)

• primaires : surnutrition (via des 

changements biochimiques et 

physiopathologiques) 

• secondaires : faibles niveaux de cytokines/

chimiokines dans la circulation et dans le 

cerveau

Source des stimuli inflammatoires • primaires : facteurs d’inflammation 

systémiques ou directement issus de 

l’hypothalamus 

• secondaires (si facteurs primaires 

systémiques) : induction locale au niveau de 

l’hypothalamus de l’expression génique de 

médiateurs inflammatoires due à une 

stimulation systémique à un stade chronique

• primaires : changements subcellulaires 

locaux dans le cerveau 

• secondaires : faibles niveaux de cytokines/

chimiokines dans la circulation et dans le 

cerveau

Activateurs de signalisation surtout par l’activation massive de l’activation 

de récepteurs des cytokines/chimiokines et 

des voies des prostaglandines

• divers stress subcellulaires comme le stress 

oxydatif, le stress du réticulum 

endoplasmique et défaut d’autophagie 

• activation modérée des TLR et des 

récepteurs des cytokines/chimiokines

Médiateurs de signalisation majoritairement le spectre entier des voies 

inflammatoires classiques

sous-ensemble de voies inflammatoires 

classiques (et potentiellement de voies 

atypiques non-identifiées)

Types cellulaires • neurones  

• cellules gliales

Effets sur la balance énergétique • balance énergétique négative 

• souvent : augmentation de la dépense 

énergétique, mais l’anorexie peut apparaître 

dans des maladies sévères ou en phase 

terminale

• balance énergétique positive 

• souvent : augmentation des apports 

énergétiques par augmentation de la prise 

alimentaire

Effet tissulaire perte de masse grasse mais aussi de masse 

maigre (ex. sarcopénie)

augmentation de la masse grasse

Effets sur l’homéostasie glucidique bidirectionnelle: hyper- ou hypoglycémique hyperglycémique
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Si le lien entre inflammation et dérégulations du contrôle de l’homéostasie énergétique a été 

établi, il est important d’identifier des intermédiaires permettant la communication entre 

système immunitaire et systèmes neuropeptidergiques de l’hypothalamus. 

Mon équipe a postulé que des médiateurs de l’inflammation pourraient être des acteurs 

majeurs de la dérégulation centrale de la prise alimentaire par action sur les neurones 

hypothalamiques régulant le comportement alimentaire et l’homéostasie énergétique. Elle 

s’est concentrée sur les chimiokines, exprimées de manière constitutive dans le cerveau. 

Comme discuté précédemment, elles participent au développement cérébral et modulent 

l’activité de neurones en conditions physiologiques chez l’adulte. L’hypothèse de mon 

laboratoire de thèse a été qu’une surexpression de chimiokines peut déréguler le 

fonctionnement de réseaux neuronaux hypothalamiques impliqués dans la prise alimentaire 

par modulation de leur activité. En identifiant les chimiokines participant à cette 

perturbation, nous aurons mis pour la première fois en lumière le rôle de ces médiateurs 

inflammatoires dans les dérégulations du CA. 
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4. Objectifs 

Ainsi, j’ai eu pour objectifs : 

• d’identifier et de caractériser certaines molécules inflammatoires comme des acteurs 

majeurs du dérèglement de systèmes neuraux impliqués dans la régulation centrale du 

comportement alimentaire et du poids corporel pour à terme, évaluer leur potentiel en 

tant que cibles thérapeutiques dans la lutte contre ces dérégulations du CA. Au cours 

de ma thèse, je me suis focalisée sur une catégorie de médiateurs inflammatoires 

particuliers, capables de neuromodulation directe, les chimiokines. J’ai voulu déterminer 

leur implication dans la mise en place et/ou le maintien de : 

o la perte de poids liée à des pathologies primaires inflammatoires  

o l’obésité;  

• d’étudier si la nature des lipides constituant des régimes hyperlipidiques, à taux égal, 

peut influencer le développement de l’obésité, et notamment au niveau de 

l’inflammation hypothalamique et des réseaux neuropeptidergiques hypothalamiques 

impliqués dans la régulation de la prise alimentaire ; 

• de déterminer s’il existe, dans des aires cérébrales clés de la régulation du CA, des 

manifestations précoces de la consommation d’un régime hyperlipidique (qui à long-

terme mène au développement d’une obésité). 
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1. CCL2 médie la perte de poids induite par une 
inflammation centrale en inhibant l’activité des neurones 
à MCH 

 Introduction 1.1.

Comme rapporté précédemment (voir Introduction - 3.1 Inflammation et perte de poids), 

une inflammation de haut-grade est très souvent associée à une perte d’appétit et de poids. 

Ces phénomènes font partie intégrante d’une stratégie de l’organisme pour lutter contre le 

développement de l’infection, connue sous le nom de comportement de maladie. Le 

comportement de maladie a été décrit comme résultant des actions de cytokines telles que 

l’IL-1β, l’IL-6 ou encore le TNF-α (Dantzer, 2006). Notamment, les cytokines ont été décrites 

comme jouant un rôle important dans l’anorexie et l’augmentation du catabolisme induites 

par l’inflammation, en affectant le cerveau. Elles agissent à travers différentes voies de 

communication humorale, cellulaire et neurale, que nous ne détaillerons pas ici.  

Dans la mesure où les récepteurs des chimiokines sont exprimés et fonctionnels sur les 

neurones hypothalamiques, et où les chimiokines modulent l’activité de neurones impliqués 

dans la régulation de fonctions physiologiques (Callewaere et al., 2006), nous avons 

cherché à identifier une ou plusieurs chimiokines pouvant participer au dérèglement de 

systèmes neuraux impliqués dans la régulation centrale du comportement alimentaire et du 

poids corporel et participer ainsi à la perte de poids associée au « comportement de 

maladie ». Pour procéder à ces études, nous avons choisi le LPS comme inducteur 

d’inflammation de forte intensité, au niveau central et de manière aiguë, par injection ICV 

unique.  

 Matériels et Méthodes 1.2.

Les matériels et méthodes concernant les travaux de cet article sont détaillés dans la 

section « Materials and Methods » de l’article, l’« Appendix Supplementary Methods » et la 

« Table EV1. 

Les animaux utilisés pour cette étude, et leurs conditions d’hébergement, sont détaillés 

dans la section « Materials and Methods » de l’article. Il en est de même pour l’injection des 

substances leur ayant été injectées, le protocole d’immunohistochimie ayant permis l’étude 

de l’expression du CCR2 dans les neurones à MCH, la périfusion des explants 

hypothalamiques pour les études de sécrétion de la MCH et les analyses statistiques. 
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Les méthodes employées dans les expériences d’électrophysiologie étudiant l’effet de 

CCL2 sur l’activité des neurones à MCH sont décrites dans la section « Materials and 

Methods » de l’article ainsi que dans l’« Appendix Supplementary Methods ». 

Les protocoles employés pour les études d’expression génique et protéique des cytokines, 

chimiokines et neuropeptides sont détaillés dans l’« Appendix Supplementary Methods ». 

La « Table EV1 » détaille les séquences des amorces utilisées pour la PCR quantitative en 

temps-réel. 

 Résultats 1.3.

Dans l’article « CCL2 mediates central inflammation-induced weight-loss through 

inhibition of MCH neuronal activity », nous nous sommes intéressés à l’inflammation 

hypothalamique de haut-grade et aux médiateurs inflammatoires pouvant servir d’interface 

entre inflammation et dysfonctionnements de la régulation centrale de la prise alimentaire et 

du poids corporel.  

Dans un premier temps, nous avons testé l’effet d’une injection aiguë ICV de LPS chez la 

souris. Nous avons pu vérifier que ce modèle entraîne effectivement une inflammation au 

niveau de l’hypothalamus, comme attesté par l’augmentation de l’expression 

hypothalamique des ARNm des cytokines pro-inflammatoires canoniques IL-1β, IL-6 et 

TNF-α (figure 1A de l’article). Par ailleurs, nous avons aussi étudié l’effet de l’injection ICV 

de LPS sur l’expression des peptides hypothalamiques de l’ARC et du LHA participant à la 

régulation de la prise alimentaire et nous avons pu observer dans l’hypothalamus une 

augmentation de l’expression génique du peptide anorexigène POMC (mais pas de l’autre 

peptide anorexigène, CART) ainsi qu’une diminution de l’expression génique des peptides 

orexigènes NPY et AgRP (figure EV1 de l’article). Concernant le LHA, nous avons observé 

une diminution de l’expression génique des deux peptides orexigènes MCH et OX (ORX 

dans l’article) (figures 1B et EV2A de l’article), 18h après injection de LPS, en accord avec la 

diminution de leur expression protéique (figures 1C et EV2B de l’article). Par la suite, nous 

avons étudié l’expression génique, dans l’hypothalamus, de cytokines et chimiokines 6h 

après injection de LPS, après la première vague d’activation de l’expression génique des 

cytokines, et avant la diminution de l’expression génique de la MCH ou de l’OX. Ce criblage 

par PCR quantitative en temps réel a permis de révéler l’augmentation génique de 

l’expression de nombreuses cytokines (voir figure EV3A de l’article). Concernant les 

chimiokines, de manière intéressante, l’activation la plus robuste en terme d’activation 

génique est celle des ligands des récepteurs de chimiokines CCR2, CCR1, CCR3 et CCR5 

(figure EV3B). Compte-tenu du rôle majeur décrit pour CCL2 dans l’inflammation cérébrale 
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après injection périphérique de LPS, et étant donné que CCL2 est le ligand le plus efficace 

de CCR2 et que CCL2 interagit sélectivement avec CCR2 dans les cerveaux des rongeurs 

(Thompson et al., 2008 ; Cazareth et al., 2014 ; Conductier et al., 2010), nous nous sommes 

concentrés sur la voie de signalisation CCL2/CCR2. Nous avons donc déterminé les 

variations d’expression génique et protéique de CCL2 au cours du temps après injection de 

LPS (figures EV3C et D de l’article). Par la suite, nous avons voulu déterminer l’importance 

relative de la voie CCL2/CCR2 dans la diminution de l’expression génique de la MCH 

observée 18h après injection de LPS. Pour cela, nous avons co-injecté un antagoniste 

spécifique du CCR2, l’INCB3344, avec le LPS chez les souris sauvages, ou injecté le LPS 

seul chez les souris déficientes pour le CCR2 et nous avons observé que cela empêche 

efficacement la diminution des niveaux d’ARNm de la MCH induite par le LPS (figure 1D de 

l’article), suggérant que la signalisation CCR2 joue un rôle capital dans la régulation 

négative de la MCH associée à la neuroinflammation induite par le LPS. 

Dans un second temps, nous avons voulu tester notre hypothèse selon laquelle une 

injection ICV de CCL2, en activant CCR2, pourrait mimer les effets du LPS sur l’expression 

des cytokines/chimiokines et des neuropeptides dans l’hypothalamus. Nous avons observé 

en effet une augmentation de l’expression génique dans l’hypothalamus des cytokines 

canoniques IL-1β, IL-6 et TNF-α (figure 2A de l’article) ainsi que l’augmentation de 

l’expression génique et protéique de CCL2 dans l’hypothalamus (figures 2B et C de 

l’article). Par ailleurs, de manière comparable au LPS, CCL2 diminue l’expression de MCH 

et OX, aux niveaux génique et protéique (figures 2D et EV2C de l’article). Nous avons pu 

montré que la co-injection de CCL2 et INCB3344 chez des souris sauvages et l’injection de 

CCL2 seul chez les souris déficientes pour le CCR2 empêche aussi la diminution des 

niveaux d’ARNm de la MCH, cette fois totalement, 18h après injection (figure 2F de l’article). 

Nous avons caractérisé alors, par immunohistochimie, la distribution du CCR2 dans le LHA 

chez des souris exprimant la « Cyan Fluorescent Protein » (CFP) sous le contrôle du 

promoteur de la MCH (souris MCH-CFP), un modèle permettant d’identifier directement les 

neurones à MCH. De cette manière, nous avons observé la co-localisation, du CCR2 et de 

la MCH (en rouge et en vert respectivement dans la figure 3A) sur 70% des neurones à 

MCH environ. L’observation de l’expression du CCR2 par les neurones à MCH nous a 

amené à tester si la voie CCL2/CCR2 pouvait affecter directement les neurones à MCH et 

leur activité. Des expériences de patch-clamp réalisées sur tranches de cerveaux de souris 

MCH-CFP suggèrent que CCL2 induit une hyperpolarisation des neurones à MCH du LHA 

(figure 3B de l’article), de manière dose-dépendante. Les expériences menées suggèrent de 

plus que CCL2 engendre un délai ou un échec dans la décharge de potentiels d’action des 
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neurones à MCH. Par ailleurs, sur la base de nos observations selon lesquelles CCL2 

diminue l’excitabilité des neurones à MCH, nous avons ensuite évalué l’effet de CCL2 sur la 

libération de MCH par des explants hypothalamiques. Ainsi, nous avons montré que CCL2 

diminue drastiquement la libération de MCH induite par le KCl, un effet empêché par l’ajout 

d’INCB3344.  

Enfin, nous avons voulu tester la contribution de la voie CCL2/CCR2 à la perte de poids 

associée à une inflammation hypothalamique de forte intensité in vivo. L’injection ICV de 

LPS induit une perte de poids chez les souris sauvages significative pendant au moins 48h, 

allant jusqu’à 10,9% du poids initial 22h après injection (figure 4A de l’article). La co-

injection du LPS avec l’INCB3344 diminue la perte de poids induite par le LPS de 19% sur 

une période d’observation de 48h (figure 4A de l’article). Par ailleurs, nous avons pu 

observer, 26h après injection, qu’empêcher la signalisation du CCR2 de manière 

pharmacologique (INCB3344) ou génique (souris déficientes pour le CCR2), diminue la perte 

de poids engendrée par le LPS d’environ 35% et 51% respectivement. A ce même temps, 

où l’effet de l’injection de CCL2 sur la perte de poids est maximal chez les souris sauvages, 

la même injection chez les souris déficientes pour le CCR2 n’a pas d’effet sur le poids par 

rapport aux souris contrôles (figure 4C de l’article). 

Ces travaux ont ainsi identifié la voie CCL2/CCR2 comme agissant directement sur les 

neurones à MCH du LHA et comme étant primordiale dans la perte de poids associée à une 

inflammation hypothalamique de forte intensité dans un modèle d’injection aiguë ICV de 

LPS.  

 Conclusion et Discussion 1.4.

Il est bien établi que les cytokines pro-inflammatoires peuvent agir au niveau central pour 

contribuer à l’anorexie et favorisent les processus cataboliques après activation du système 

immunitaire, notamment en réponse à une blessure ou à une infection (Konsman and 

Dantzer, 2001; McCusker and Kelley, 2013; Plata-Salaman, 2000, 2001). Si des études 

précédentes se sont intéressées à déterminer le rôle des réseaux neuropeptidergiques de 

l’ARC dans ces phénomènes induit par le LPS ou directement certaines cytokines (Ogimoto 

et al., 2006; Reyes and Sawchenko, 2002; Ruud et al., 2013), elles ont clairement indiqué 

qu’ils n’étaient pas les seuls impliqués. De ce fait, les neurones du LHA semblent des 

candidats intéressants comme autres médiateurs de la perte de poids et anorexie induite 

par l’inflammation (Gaykema and Goehler, 2009; Grossberg et al., 2011). 

Concernant l’autre objet de notre étude, à savoir les chimiokines, des études suggèrent que 

certaines d’entre elles au moins sont capables, même en conditions physiologiques, de 
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modifier l’activité neuronale, notamment au niveau de neurones de l’hypothalamus tels que 

les neurones à AVP du PVN ou les neurones à MCH du LHA (Callewaere et al., 2006; Guyon 

et al., 2005a). Ces neurones expriment de multiples récepteurs aux chimiokines. Au 

contraire, peu de données mentionnent l’expression de récepteurs aux cytokines dans les 

neurones du LHA, à l’exception notable du récepteur de l’IL-6 (IL-6Rα) dont l’expression a 

été trouvée dans les neurones à MCH (Schele et al., 2012). 

Les actions des chimiokines sur les neurones hypothalamiques semblent pouvoir participer 

à des processus physiologiques comme la régulation du métabolisme hydrique par exemple 

(Callewaere et al., 2006). Ainsi, dans un contexte inflammatoire, l’augmentation de 

l’expression des chimiokines pourrait expliquer le dérèglement de ces processus 

physiologiques dans lesquels ils sont impliqués. 

L’expression du récepteur à l’IL-6 sur les neurones à MCH du LHA et l’effet « catabolique » 

que certains ont attribué à l’IL-6 (Benrick et al., 2009; Wallenius et al., 2002) ne sont pas 

incompatibles avec nos résultats attribuant à la voie CCR2/CCL2 un rôle primordial dans la 

perte de poids induite par le LPS. Les voies IL-6 et CCL2 ont été liées à plusieurs reprises : 

elles favoriseraient mutuellement leur production (Caiello et al., 2014), mais aussi, une étude 

récente a montré que l’axe CCL2/CCR2 augmente les effets de l’IL-6 dans le contexte de la 

transition épithéliale-mésenchymateuse (Chen et al., 2015). De ce fait, il n’est pas exclu que 

les effets observés de l’IL-6 soient en fait dus à un rôle en amont de l’IL-6 sur CCL2/CCR2, 

ce qui serait possible d’un point de vue cinétique, ou que les effets de l’IL-6 et CCL2 soient 

complémentaires. En effet, CCL2/CCR2 contribuerait, d’après nos résultats, « seulement » à 

approximativement 70% de la réponse MCH au LPS. On pourrait par ailleurs aussi 

envisager que ce soit l’axe CCL2/CCR2 qui soit indispensable à l’effet de l’IL-6 sur les 

neurones à MCH dans l’inflammation induite par le LPS, mais nos résultats suggèrent un 

effet direct de cet axe chimiokinergique. 

Parmi les chimiokines dont l’expression augmente après traitement au LPS, nous nous 

sommes focalisés sur l’axe CCL2/CCR2. En effet, nous avions noté que parmi les 

chimiokines, ce sont les ligands des récepteurs CCR2 et CCR5 dont l’expression génique 

était majoritairement augmentée dans notre modèle de neuroinflammation induite par le 

LPS. Par ailleurs, l’importance de CCL2 dans l’inflammation cérébrale a été montrée dans 

des études précédentes : son expression est augmentée dans le cerveau après induction 

d’un challenge immun systémique induit par le LPS (Brown et al., 2010; Cazareth et al., 

2014; Skelly et al., 2013), CCL2 est connue pour son rôle dans le recrutement des 

monocytes périphériques vers le cerveau (Carrillo-de Sauvage et al., 2012; Schellenberg et 

al., 2012) et les souris déficientes pour CCL2 ont une inflammation cérébrale réduite après 
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traitement périphérique au LPS (Thompson et al., 2008). Par ailleurs, si leur répartition dans 

le LHA n’avait pas été étudiée en détails, des études avaient déjà montré que CCL2 et 

CCR2 étaient exprimés dans le LHA (Banisadr et al., 2005a; Banisadr et al., 2002). Très 

récemment, la co-expression de MCH et CCR2 dans le LHA a également été montrée aussi 

par un autre groupe en condition d’induction par une exposition à l’éthanol (Chang et al., 

2015). Pour ces raisons, cet axe CCL2/CCR2 semble être un candidat intéressant quant à la 

neuromodulation des neurones impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, en 

faisant le lien entre inflammation de haut-grade et phénotype de perte de poids.  

Par ailleurs, des résultats du laboratoire suggèrent que la chimiokine CXCL12 (ou SDF-1 ; 

« stromal-derived factor-1 ») dont le récepteur CXCR4 est aussi exprimé sur les neurones à 

MCH, exercerait des effets opposés à ceux de CCL2 sur les neurones à MCH et fait 

intéressant, des données préliminaires de notre laboratoire suggèrent que l’injection de LPS 

tend à diminuer l’expression de SDF-1 dans l’hypothalamus. Ceci peut nous amener à 

envisager que l’axe SDF-1/CXCR4 pourrait médier une partie des effets du LPS sur les 

neurones à MCH. 

Nous avons choisi un modèle d’injection cérébrale de LPS, nous plaçant dans un contexte 

de neuroinflammation « primaire ». De manière intéressante, les résultats de notre groupe et 

d’autres utilisant des injections IP de LPS (Cazareth et al., 2014; Guyon et al., 2008) 

suggèrent une cinétique comparable d’augmentation ou de diminution d’expression 

génique au niveau de l’hypothalamus des cytokines pro-inflammatoires et des peptides 

hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire. Ainsi, la réponse 

inflammatoire hypothalamique à un challenge immun induit par le LPS, qu’il soit directement 

cérébral ou initialement systémique, engagerait les mêmes acteurs. Dans ce contexte, il est 

probable que l’activation de l’axe CCL2/CCR2 soit médiée par l’activation du récepteur au 

LPS, le TLR4, qui a été montré comme étant impliqué dans la neuroinflammation (Braun et 

al., 2012; Ogimoto et al., 2006). 

Des études ont montré que CCL2, dans le cerveau, peut être produit par les neurones, les 

astrocytes, la microglie et les oligodendrocytes. De la même manière, les récepteurs des 

chimiokines sont exprimés par ces 4 types cellulaires, mais seulement dans les neurones et 

les astrocytes en conditions physiologiques. Dans notre modèle de neuroinflammation 

induite dans l’hypothalamus par une injection aiguë de LPS, nous n’avons pas déterminé le 

ou les types cellulaires majoritairement producteurs de CCL2, et si nos résultats suggèrent 

un effet direct de CCL2/CCR2 sur les neurones à MCH, nous ne pouvons pas exclure 

l’existence d’intermédiaires, notamment les cellules gliales.  
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Du fait du rôle fondamental supposément joué par la signalisation CCL2/CCR2 dans le 

système MCH dans un contexte de perte de poids associée à une neuroinflammation de 

haut-grade, il est probable que, comme l’axe SDF-1/CXCR4 sur les neurones à AVP du PVN 

et du noyau supraoptique (SON ; « supraoptic nucleus ») (Callewaere et al., 2006), l’axe 

CCL2/CCR2 ait un effet sur les neurones à MCH du LHA, et notamment sur la sécrétion de 

MCH, dans des conditions physiologiques. De manière intéressante, lors de nos 

expériences étudiant l’effet de CCL2 sur la sécrétion de MCH, nous avons observé en plus 

de l’effet drastique de la chimiokine sur cette libération induite par le KCl, qu’une nouvelle 

stimulation au KCl d’explants hypothalamiques prétraités avec l’inhibiteur INCB3344 du 

CCR2 induit une sécrétion de MCH supérieure en comparaison aux autres conditions, 

suggérant que le CCL2 endogène agirait sur le système MCH et pourrait participer à la 

régulation hypothalamique de l’homéostasie énergétique. Comme cela a déjà été montré, 

CCL2 est exprimé par des neurones du LHA (Banisadr et al., 2005a), et on pourrait postuler 

qu’en conditions normales, il y a production neuronale, en quantité restreinte, de CCL2, 

agissant de manière autocrine en se liant aux récepteurs CCR2 exprimés par les neurones à 

MCH, et qu’en conditions inflammatoires, il y ait surproduction de CCL2 par d’autres 

cellules alors activées, notamment les astrocytes, amplifiant l’effet de CCL2 sur le système 

MCH. 

Il peut paraître surprenant que nous n’ayons pas de observé de diminution significative de 

la prise alimentaire dans notre modèle. Les études pharmacologiques ont clairement 

identifié un effet orexigène de la MCH. Cependant, les résultats issus des études chez les 

souris transgéniques sont davantage en faveur d’un rôle majeur de la MCH dans la 

« conservation d’énergie » (Barson et al., 2013). Dans ce contexte, il serait intéressant 

d’étudier le métabolisme de souris dans nos différentes conditions par calorimétrie 

indirecte. 

Par ailleurs, des résultats non publiés de notre laboratoire suggèrent un lien entre 

inflammation systémique de haut-grade, perte de poids et axe CCL2/CCR2 dans un 

contexte de cachexie liée au cancer pancréatique : en effet, le poids chez ces patients 

évolue proportionnellement à l’inverse de la concentration sérique de CCL2. 

Enfin, de manière paradoxale, CCL2 a été largement impliquée dans l’obésité et 

notamment, il a été suggéré que CCR2 est nécessaire à l’hyperphagie lorsque les souris 

sont nourries avec un régime « occidental » (Weisberg et al., 2006). Cependant, une 

différence notable pourrait expliquer au moins en partie ces effets « opposés » de l’axe 

CCL2/CCR2 sur la prise de poids : l’intensité de l’inflammation selon le contexte. En effet, 

au contraire de notre modèle LPS, l’inflammation associée à l’obésité est de bas-grade. Il 



RÉSULTATS 
1. CCL2 médie la perte de poids induite par une inflammation centrale en inhibant l’activité des neurones à MCH 

108 

 

serait donc intéressant d’étudier la réponse des neurones à MCH dans des conditions de 

balance énergétique positive et négative.  

En résumé, nos résultats démontrent que l’injection cérébrale de LPS induit une 

neuroinflammation, et notamment la synthèse de CCL2, qui pourrait inhiber la signalisation 

du système MCH par liaison à son récepteur CCR2 exprimé par les neurones en question, 

et de cette manière participer à la perte de poids observée dans ce contexte.  

Cette étude illustre pour la première fois l’implication d’un axe chimiokinergique dans la 

régulation de la prise alimentaire par action sur les réseaux neuropeptidergiques de 

l’hypothalamus et ouvre la voie à des études mécanistiques plus approfondies. Par 

exemple, dans un premier temps, il serait intéressant de déterminer si tous les types 

cellulaires du cerveau mentionnés précédemment répondent au LPS en produisant 

davantage de CCL2. Pour cela, la stimulation de cellules primaires de chaque type, avec du 

LPS, pourrait donner des éléments de réponse. Par ailleurs, pour confirmer le rôle 

fondamental de l’effet de CCL2/CCR2 sur les neurones à MCH dans la perte de poids liée à 

l’injection cérébrale de LPS, il serait intéressant de réitérer les injections de LPS chez des 

souris où la signalisation CCR2 serait inhibée spécifiquement dans les neurones à MCH 

(siRNA, shRNA, système conditionnel Cre/Lox,…). Aussi, comme mentionné 

précédemment, il est primordial d’étudier le métabolisme des souris après injection par 

calorimétrie indirecte et d’étudier la prise alimentaire et prise hydrique dans des cages 

métaboliques pour affiner notre étude. 

 

 Article « CCL2 mediates central inflammation-induced weight-loss 1.5.

through inhibition of MCH neuronal activity » 

Voir page suivante. 
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Abstract 

Injuries or infections induce endocrine, autonomic and behavioral changes known as 

sickness behavior. Among them, appetite and weight loss appear driven by hypothalamic 

cytokines. When centrally injected, lipopolysaccharide (LPS) induces weight loss that is 

correlated to a temporal sequence of expression linking pro-inflammatory cytokines (IL-1β, 

IL-6 and TNF-α) and chemokines (notably CCL2) with down-regulation of the orexigenic 

neuropeptide, melanin-concentrating hormone (MCH). The particular CCL2 overexpression 

profile led us to investigate whether CCL2 could mediate LPS effects. When centrally 

injected, CCL2 triggers neuroinflammation, MCH down-regulation and weight loss. 

Furthermore, CCL2 hyperpolarizes MCH neurons and reduces KCl-induced MCH release 

from perifused hypothalamic explants. These effects are reversed by the CCR2 antagonist 

INCB3344 and in CCR2-deficient mice. Finally, the demonstration that MCH neurons 

express CCL2 receptor confirms that CCL2 could act directly on MCH-neurons to promote 

inflammation associated weight loss. We conclude that CCL2 up-regulation through 

modulation of the MCH neuronal network mediates LPS-induced weight loss. 

 

Keywords: Weight loss / neuroinflammation / CCL2 chemokine / CCR2 signaling pathway / 

Melanin Concentrating Hormone  
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Introduction 

Sickness behavior refers to the broad behavioral changes in response to inflammation 

involving pro-inflammatory cytokines, like interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) and tumor 

necrosis factor-α (TNF-α). Its striking features, that are mood and eating behavioral 

alterations (Kent et al., 1992), depend on many neuronal cell groups (McCusker and Kelley, 

2013), including hypothalamic neurons that regulate energy balance and stress response.  

Cytokines and chemokines, known to play an important role in inflammation-induced 

anorexia and catabolism (Konsman and Dantzer, 2001; Plata-Salaman, 2001) affect the 

brain through several pathways (McCusker and Kelley, 2013). In visceral injuries, local 

cytokines act on primary afferent nerves, like the vagus and the trigeminal nerves, to rapidly 

act on the brain. Following bacterial infection, activation of resident macrophages of the 

choroid plexus and circumventricular organs, devoid of blood-brain-barrier (BBB), induce 

synthesis of pro-inflammatory cytokines that directly enter the brain. Peripheral cytokines 

may also cross the BBB using saturable transport systems or through local openings. In 

addition, cytokine activation of perivascular macrophages and brain endothelial cells 

generate prostaglandins E2 that act on the hypothalamo-pituitary-adrenal axis to regulate 

stress responses (Serrats et al., 2010). Finally, the central nervous system (CNS) may also 

synthesize de novo cytokines following systemic or central inflammation (Dantzer, 2004) but 

the functional link between hypothalamic circuitry and cytokines in altering feeding behavior 

remains poorly understood. 

Systemic injections of lipopolysaccharide (LPS) are used to study peripheral and central 

inflammation associated to sickness behavior. LPS-exposition triggers suppression of 

appetite and weight loss (Konsman et al., 2002) that appear mainly dependent upon central 

inflammatory mechanisms (Wisse et al., 2007). CNS inflammation can be triggered 

independently from systemic cytokines by non-hematopoietic cells of the brain expressing 

the LPS receptor: the Toll like receptor 4 (TLR4) (Chakravarty and Herkenham, 2005). 

The CNS networks underlying anorectic responses, mostly composed of peptidergic cell 

types, involve both “first order” neuronal populations such as the neuropeptide Y 

(NPY)/agouti-related polypeptide (AgRP) and pro-opiomelanocortin (POMC)/cocaine- and 

amphetamine-regulated transcript (CART) expressing neurons in the arcuate nucleus (ARC) 

(Sohn et al., 2013) and “second order” neurons such as those from the lateral hypothalamic 

area (LHA) (Swanson et al., 2005), namely the melanin-concentrating hormone (MCH) 
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(Bittencourt et al., 1992; Huang et al., 1999; Leibowitz et Wortley, 2004; Nahon, 2006; 

Sakurai et al., 1998) and the hypocretins/orexins (ORX) (de Lecea et al., 1998) neurons, 

which control feeding and body weight.  

Thus, it was tempting to speculate that central inflammatory signaling may temporarily alter 

“first order” and “second order” neurons to promote LPS-provoked weight loss. While few 

interleukins receptors were found on hypothalamic neurons (Ericsson et al., 1995; Hanisch 

et al., 1996), they are particularly lacking in the LHA neurons. In contrast, chemokine 

receptors are widely expressed and functional on hypothalamic neurons (Callewaere et al., 

2007). We thus hypothesized that chemokines could be crucial intermediates between 

cytokines and neuropeptides in the cascade linking inflammation to anorexia. Among 

chemokines, we paid a particular attention to the monocyte chemoattractant protein 1 

MCP-1/ C-C motif chemokine ligand 2 CCL2 because it is distributed in glial cells but also 

in discrete neuronal populations in the CNS (Banisadr et al., 2005), that its brain level is 

increased in several inflammatory diseases (Rostene et al., 2007) and that decreased brain 

inflammation was found in CCL2 knockout (KO) mice after peripheral LPS injection 

(Thompson et al., 2008). So far, neither the relative role of CCL2, nor of the C-C motif 

chemokine receptor 2 (CCR2) (Charo et al., 1994) was studied in inflammation-induced 

anorexia following central injection of LPS. Here, we demonstrate that CCL2 inhibits MCH 

expression/release in the hypothalamus, one of the major systems regulating feeding 

behavior, to mediate the weight loss observed in inflammation-associated sickness 

behavior. 

Results 

Brain-injected LPS reduces MCH mRNA and peptide expression through CCR2 

signaling 

We first determined levels of mRNA encoding cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α), and 

neuropeptides (NPY, AgRP, POMC, MCH, ORX, CART), 1, 3 and 6 h after 

intracerebroventricular (icv) injection of LPS, to cover primary responses, and 18 and 24 h 

after injection, to analyze secondary and counteractive responses. As shown in Fig 1A, IL-

1β mRNA expression levels displayed two distinct waves that peaked at 3 h and 18 h (23-

fold) post-injection while IL-6 mRNA (16-fold) and TNF-α mRNA (7-fold) levels were 

transitorily elevated at 3 h in the LPS-treated group as compared to the saline controls. 
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For the neuropeptides-encoding mRNAs, a 12-fold and transitory peak of induction was 

found for POMC (but not for CART) (Fig EV1A and B) whereas NPY (and also AgRP) mRNA 

expression was down-regulated by 2-fold at 1 h post-injection (Fig EV1C and D). In 

contrast, a late and sustained down-regulation occurred for MCH (Fig 1B) and ORX mRNA 

(Fig EV2A) 18h and 24h after LPS injection.  

The protein levels of MCH and ORX followed the mRNA patterns observed at 1, 6, 18h LPS 

post-injection. MCH (53.5±5.2 ng/mg of proteins) (Fig 1C) and ORX (83.1±2.1 ng/mg of 

proteins) (Fig EV2B) dropped down compared to saline group at 18h post-LPS. No change 

was observed for both neuropeptides in the cerebellum extracts used as negative controls 

(Fig 1C and EV2B). 

We then quantified the hypothalamic gene expression of cytokines and chemokines 6 h 

after LPS or saline injection, i.e. after the first wave of increased cytokine gene expression 

and before down-regulation of MCH or ORX gene expression. LPS induced a 4- to 8-fold 

increase in mRNA encoding IL-1b, IL1rn and several other pro-inflammatory cytokines, 

including TNFa (Fig EV3A). Strikingly, the most robust activation of expression was found for 

genes encoding the CCL chemokines that bind to the CCR2 and/or CCR5 receptors (CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL5, CCL7; Fig EV3B). As CCL2 plays a major role in brain inflammation 

following peripheral injection of LPS and interacts selectively with CCR2 in rodent brains 

(Cazareth et al., 2014; Conductier et al., 2010; Thompson et al., 2008), we focused on the 

CCL2/CCR2 signaling pathway. We determined the temporal patterns of expression of 

CCL2 mRNAs and protein induced by icv injection of LPS and confirmed the strong up-

regulation of both gene and protein 6 h after LPS injection (Fig EV3C and D). Then, we 

examined the relative importance of the CCR2 signaling pathway in the MCH-expressing 

neuronal network. Strikingly, the 2-fold decrease in MCH mRNA expression at 18h LPS 

post-injection was reversed in mice treated with INCB3344, a selective CCR2 antagonist 

(Brodmerkel et al., 2005) and in CCR2 KO mice (at 81% and 77% of the initial MCH mRNA 

content, respectively) (Fig 1D), suggesting that CCR2 signaling plays a fundamental role in 

the LPS-based neuroinflammatory response leading to MCH gene down-regulation. 

Brain-injected CCL2 suppresses MCH mRNA and peptide expression through CCR2 

signaling 

We tested thereafter the hypothesis that a specific activation of CCR2 signaling may mimic 

the spectrum of cytokine/chemokine and neuropeptide gene expression variations observed 

following LPS treatment. We found that CCL2 icv injection increased mRNA coding for IL-
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1β, IL-6 and TNF-α by a 5.5-, 2.3- and 2.8-fold respectively at 6h post-injection (Fig 2A). A 

fast (1h) and long-lasting (up to 18h) activation of both CCL2 mRNA and protein levels was 

also found in the hypothalamus (Fig 2B and C). Finally, expression of MCH or ORX-

encoding mRNA was down-regulated by 2.1 and 2.6-fold at 6 and 18h, respectively (Fig 2D 

and EV2C). 

CCL2 injection significantly decreased by 2-fold both MCH and ORX peptides 

concentrations compared to control group at 6 and 18h post-injection (Fig 2E and EV2D). 

No change was observed for both neuropeptides in the cerebellum extracts used as 

negative controls (Fig 2E and EV2D). The demonstration that CCL2-induced MCH down-

regulation in the LHA was fully dependent upon the CCR2 signaling pathway was obtained 

in CCR2 KO mice and in mice treated with INCB3344 that didn’t display the 2-fold decrease 

in MCH mRNA expression at 18h LPS post-injection (Fig 2F).  

CCR2 is expressed by MCH neurons in the LHA of normal mice 

As the distribution of CCR2 in normal rodent brain was poorly described (Rostene et al., 

2007), we characterized CCR2-immunoreactivity (CCR2-IR) in mice expressing cyan 

fluorescent protein (CFP) under the control of the MCH promoter (MCH-CFP) (Guyon et al., 

2009; Stanley et al., 2010). MCH (green) and CCR2 (red) immunoreactivities largely 

overlapped demonstrating that most of the MCH neurons expressed CCR2 receptors 

(approximately 70 %; Fig 3A).  

CCL2 directly hyperpolarizes MCH neurons in mouse brain slices 

To explore whether alteration of MCH release could be the result of a direct action of CCL2 

on MCH neurons, we performed patch-clamp experiments on fluorescent neurons 

expressing MCH of the lateral hypothalamic slices prepared from MCH-CFP mice. CCL2 

application hyperpolarizes MCH neurons (Fig 3B). CCR2 antagonist INCB3344 prevented 

CCL2-induced hyperpolarization (Fig 3B) and the hyperpolarization amplitude was 

dependent on CCL2 concentration (Fig 3C). It was of (absolute value in mV) 2.17±0.94 at 0.1 

nM CCL2, 3.45±0.56 at 1 nM CCL2 and 5.63±1.08 at 10 nM CCL2. 

As a small increase in membrane conductance suggested that CCL2 could induce channel 

openings, we investigated whether the hyperpolarization induced by CCR2 activation could 

be due to the activation of a G protein activated inward rectifier current (GIRK). The effect 

inverted around -80 mV that is the equilibrium potential for K+ ions. We found that the effect 
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of 1 nM CCL2 was significantly blocked by previous application of 200 µM barium, a 

concentration known to inhibit specifically KIR channels (Fig 3C). 200 µM barium alone 

induced a significant depolarization of MCH neurons (of 10.00±1.67 mV), suggesting that 

KIR channels are spontaneously opened under control conditions in MCH neurons. We then 

measured the current induced by CCL2 in voltage clamp at a holding potential of -60 mV, 

with a KCl intracellular solution. CCL2 (10 nM) induced a small outward current (+7.5±1.44 

pA) associated with a decrease in membrane resistance (Fig EV4A and B). CCL2 (10 nM) 

also increased by 30% the frequency of spontaneous post-synaptic currents without 

significant effect on the amplitude of these events (Fig EV4C and D). 

Finally, we investigated the consequences of the CCL2 effects on action potential (AP) 

discharge (Fig 3D). CCL2 induces either delays (Fig 3D, left panel) or failures (Fig 3D, right 

panel) in action potential emission. This effect was likely a consequence of a decrease in 

membrane resistance due to GIRK channels and/or receptor channels opening.  

CCL2 abolishes KCl-induced MCH release from hypothalamic explants  

Based on our observations of decrease in MCH neurons excitability we evaluated whether 

CCL2 could modulate the MCH release induced by a robust KCl-mediated neuronal 

depolarization. Perifusion of hypothalamic tissues with 60 mM KCl for 30 min induced a 3.1-

fold increase in MCH release (Fig 3E, black line). Strikingly, this increase was fully blunted 

by co-application of CCL2 (Fig 3E, red line), an inhibitory effect reversed by addition of the 

CCR2 antagonist INCB3344 (Fig 3E, blue line).  

LPS decreases body weight through a CCR2-dependent mechanism 

We evaluated the effect of icv injection of LPS or CCL2 on feeding behavior and body 

weight in CCR2 KO or CCR2 antagonist-treated mice and controls. Icv injection of 500 ng 

LPS did not seem to decrease significantly food intake in WT mice. Yet, it decreased body 

weight, with a maximum effect after 22h (-10.9%±0.64; p<0.001) and for at least 48 h 

relative to saline-injected WT mice (Fig 4A, left panel). CCR2 antagonist injection or 

invalidation of the CCR2 gene in transgenic mice prevented this weight loss (globally 19 %; 

Fig 4A, right panel), with a maximum effect at the early times (6-8 hours) and a late partial 

recovery which represented 35 and 51 % of the fold increase observed at 26h LPS post-

injection (Fig 4B), respectively. Interestingly, icv injection of CCL2 (100ng) reduced body-

weight with a maximum decrease at 26h post-injection (5 % of initial weight). The 
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invalidation of the CCR2 gene conferred completely prevented CCL2-induced weight loss 

(Fig 4C). 

Discussion 

While a participation of the ARC was established in inflammation–induced anorexia or 

weight loss (Ogimoto et al., 2006; Reyes and Sawchenko, 2002; Ruud et al., 2013), a 

contribution of LHA neurons expressing orexigenic neuropeptides like MCH or orexins could 

also be considered (Gaykema and Goehler, 2009; Grossberg et al., 2011). Furthermore, 

brain CCL2/CCR2 signaling is activated by systemic LPS injection (Cazareth et al., 2014; 

Thompson et al., 2008). 

Here, we demonstrated that central LPS-induced weight loss depends on the activation of 

the CCR2 signaling in MCH-expressing neurons and revealed for the first time that locally 

produced brain chemokines may act directly on appetite–regulating neuronal networks. 

Brain inflammation was induced by icv injection of LPS, as confirmed by an up-regulation of 

cytokines like IL-1β, that followed the characteristic two wave patterns observed after 

peripheral LPS injection (Quan et al., 1998).  

This cerebral inflammation was associated to a striking decrease in orexigenic peptides 

MCH and ORX and to an increase in many CCR2 ligands. Among potential candidates, 

CCL2 was particularly considered, based on i) its strong brain expression following systemic 

LPS challenges (Brown et al., 2010; Cazareth et al., 2014; Skelly et al., 2013), ii) its key role 

in the recruitment of monocytes in the brain (Carrillo-de Sauvage et al., 2012; Schellenberg 

et al., 2012) and iii) on the fact that brain inflammation following peripheral LPS injection is 

markedly reduced in CCL2 KO mice (Thompson et al., 2008). Furthermore, CCL2 and CCR2 

are expressed in LHA neurons (Banisadr et al., 2005; Banisadr et al., 2002), in contrast to 

sporadic cytokine receptors expression (Ericsson et al., 1995; Hanisch et al., 1996). 

Therefore we investigated whether CCL2 would act as intermediate between cytokines and 

neurons in the cascade linking inflammation to alteration of neuronal networks involved in 

food behavior. Firstly, its particular kinetics of activation following central LPS injection 

arises between inflammatory cytokines activation and down-regulation of MCH and ORX. 

Secondly, its primary receptor, CCR2 is expressed into MCH-producing neurons leading to 

hypothesize that CCL2 could directly modulate MCH-neurons activity. Indeed, in mice with 

genetic or pharmacological CCR2 disruption, icv LPS injection was inefficient in reducing 

MCH mRNA. Such mandatory effect of CCL2/CCR2 signaling on MCH gene regulation was 
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confirmed by the full reversion of CCL2-induced MCH mRNA decrease in the CCR2 KO and 

INCB3344 treated mice. 

CCL2 generates a hyperpolarization blocked by low barium concentration associated to an 

increase in membrane conductance, characteristic of activation of a GIRK current. This will 

tend to shunt somatic excitatory currents and block the propagation of excitatory events. 

Indeed, CCL2, via the direct stimulation of CCR2, depresses the frequency of discharge of 

evoked APs. Finally, we addressed the effect of CCL2 on the release of MCH induced by 

KCl-mediated depolarization (Sekiya et al., 1988). We found a drastic reduction in MCH 

secretion by adding CCL2, an effect fully blocked by the INCB3344 antagonist. Intriguingly, 

further MCH secretion induced by KCl-mediated depolarization was observed only in the 

presence of the INCB3344 antagonist (data not shown) suggesting that endogenous CCL2 

may also contribute to the strong inhibition of MCH release. As a significant proportion of 

MCH neurons could express both CCR2 and CCL2 and could be activated by the general 

depolarization induced by KCl, the locally expressed chemokine would act as a short-loop 

autocrine modulator amplifying the CCL2 responses driven by astrocyte activation (Carrillo-

de Sauvage et al., 2012; Morrone et al., 2014). Thus both sources of brain CCL2 are likely to 

contribute to the inhibition of MCH secretion. 

Among the myriad of mediators involved in the LPS-driven brain inflammation that modify 

the activity of neurons (Bezzi et al., 2004; Block and Hong, 2005; Jourdain et al., 2007; 

Mariotto et al., 2007), we demonstrated here that CCL2/CCR2 signaling could directly inhibit 

a major orexigenic neuronal network, i.e. the MCH neuronal pathway. 

As CCL2’s effects on feeding behavior and body weight were poorly investigated (Plata-

Salaman and Borkoski, 1994) this study is the first demonstrating selective weight loss 

following CCL2 icv injection in mice, an effect fully abolished in CCR2 KO mice. 

Interestingly, the LPS-induced weight loss was markedly reduced in CCL2 antagonist-

treated mice and in CCR2 KO mice, suggesting that CCR2 signaling contribute significantly 

to LPS-driven weight loss, likely through a MyD88-independent mechanism (Braun et al., 

2012; Ogimoto et al., 2006). However this hypothesis needs to be addressed using mice 

deficient for MyD88 in the CNS (Kleinridders et al., 2009). 

Paradoxically, CCR2 signaling is involved in metabolic disorders associated to obesity 

(Panee, 2012) as underlined by its role in the hyperphagic response to a high fat 

diet(Weisberg et al., 2006). Nevertheless, a low-grade inflammation both in the CNS and at 

the periphery is associated to obesity (Gregor and Hotamisligil, 2011; Velloso et al., 2008) 
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while sickness response is associated to high-grade inflammation (explored here) eliciting 

different inflammatory signaling in the CNS(Thaler et al., 2009). Therefore resolving the 

paradox about the central effects of CCR2 signaling would require to evaluate the response 

of MCH neurons under conditions that promote either positive or negative energy balance. 

In summary, our results demonstrate that brain LPS injection drives CCL2 synthesis that 

could lead to inhibition of MCH neuron activity through selective CCR2 signaling and 

subsequently decreases body weight. This represents the first evidence that a chemokine 

may directly affect a major orexigenic pathway to contribute to modulate a cardinal 

response of the sickness behavior. 
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Materials and Methods 

Animals  

6 to 8 weeks-old C57Bl/6J male mice (Janvier) or MCH-CFP transgenic mice (gift of Prof. 

J.M. Friedman, Rockefeller University, NY, USA) and CCR2 KO mice (Jackson Laboratories) 

were provided water and standard chow (SAFE) ad libitum. Mice were housed at 22-24°C 

with a 12h light/12h dark cycle and were acclimatized for one week before experiments 

were performed. All of the protocols were carried out in accordance with French standard 

ethical guidelines for laboratory animals (agreement no 06-128, 27-05-2004). 

Drugs injections and tissues collection for gene and protein analysis 

Drugs were dissolved in saline solution (NaCl 0.9%) for injection. LPS (500ng; Sigma-

Aldrich), CCL2 (100ng; Peprotech) and INCB3344 (10µM; MedChem Express) were 

stereotaxically injected with a 23-gauge stainless steel cannula in the right lateral ventricle 

(coordinates from bregma: anteroposterior: -0.5mm; +1.6mm from midline; dorsoventral: -

2.4mm) of anesthetized (isofluran) WT or CCR2 KO mice, in a total volume of 5µl at a rate of 

0.5µl/min. The localization of the injection sites was systematically controlled. Control mice 

received saline solution. Experimental groups were injected the same day. Mice body 

weight was regularly monitored until sacrifice at different times of interest after injection. 

Hypothalami and cerebellum were dissected and processed to study mRNA and protein 

contents by quantitative RT-PCR and CBA, ELISA or EIA respectively (for methods details, 

see the Appendix Supplementary Methods). Primers for real-time quantitative PCR were 

designed using Primer Express 1.5 software (Applied Biosystems) and are detailed in Table 

EV1. 

Immunohistochemistry 

Phenotype of MCH-CFP neurons was determined by immunostaining of CCR2 and NeuN 

on 50µm thick brain floating sections of MCH-CFP mice using the following antibodies: anti-

rabbit CCR2 (1:400, (Banisadr et al., 2002)), anti-mouse NeuN (neuron-specific nuclear 

protein, 1/250, Millipore) and secondary antibodies conjugated with Alexa Fluor 488 or 594 

(1/1000; Molecular Probes). Confocal microscopy observations were performed with a Laser 

Scanning Confocal Microscope (TCS SP, Leica). 
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Whole-cell patch-clamp recordings 

Hypothalamic slices obtained from brains of 11-28 days old MCH-CFP-KI mice were 

studied in current-clamp experiments as we previously described (Guyon et al., 2005a) and 

detailed in the Appendix Supplementary Methods. 

Perifusion of hypothalamic tissue 

Three hypothalamic explants from 8 week-old male C57Bl/6J mice (coordinates: bregma -

0.22 mm to -3,28 mm) were placed in each perifusion chamber in a controlled environment 

(37°C, 5%CO2/95%O2, constant flow of 1ml/10min of MEM (no glutamine, no phenol red, no 

HEPES; 51200-046 Invitrogen) with added 20µM bacitracin (Sigma), 1 mg/ml BSA (Sigma), 

2mM L-glutamine and proteases inhibitors Complete EDTA-free (Roche). After a 2-h 

perifusion to reach equilibrium, the sampling procedure consisted of a 30-min control basal 

period, a 30-min period during which drugs were added independently or in combination 

(60mM KCl, 100nM CCL2, 1µM INCB3344) and a 60-min wash with the medium. After each 

experiment, 60mM KCl was applied to control the responsiveness of hypothalamic explants. 

Samples were collected and immediately frozen every 10 min. MCH concentration was 

measured by MCH EIA kit (ref EK-070-47, Phoenix Pharmaceuticals). At least 3 experiments 

were carried out for each substance tested (3 chambers per group in each experiment). 

Statistical Analysis 

Data obtained following icv injections were analyzed with GraphPad Prism 6 using statistical 

tests (ANOVA and Student’s unpaired two-tailed t-test). The threshold for significance was 

p< 0.05. For electrophysiology experiments, ANOVA test was used to analyze the 

differences between groups, followed by a Student’s Newman–Keuls post hoc test with a 

threshold of significance of p < 0.05 using a statistical software package (SigmaStat 2.03, 

Jandel Sci). 

Expanded View for this article is available online. 
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Figure 1. Brain-injected LPS induced differential variations in hypothalamic expression of cytokines and of the 
orexigenic neuropeptide MCH.   
A, B Real-time PCR analysis of the genes coding for the pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, TNF-α (A) and the orexigenic 
peptide MCH (B) in the hypothalamus of LPS icv injected mice at different times after injection (from 1h to 24h), normalized to 
values in saline icv injected mice (n = 6 per group). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, LPS icv injection versus saline icv injection. 
Data are expressed as means ± SEM.  
C Measurement of MCH concentration by EIA in the hypothalamus after LPS icv injection (grey bars) or saline icv injection 
(black bars) at 1h, 6h and 18h post-injection. Cerebellum was used as negative control (3 independent experiments, n=6 per 
group in each experiment). *p<0.05, **p<0.01, LPS icv injection versus saline icv injection. Data are expressed as means ± 
SEM.  
D The decrease in MCH mRNA levels observed 18h after LPS icv injection is abolished by the CCR2 antagonist INCB3344 (1 
M) and in CCR2 KO mice, as shown by real-time  
PCR analysis for MCH in the hypothalamus. Results were normalized to values in saline icv injected WT mice (n=6 per group). 
** or $$ p<0.01. * compare saline and LPS icv injection in WT mice. $ compare LPS icv injection WT mice and LPS+INCB3344 
icv injection in WT mice or LPS icv injection in CCR2 KO mice. Data are expressed as means ± SEM.  
See also Figures EV1, EV2 and EV3.  
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Figure 2. Brain-injected CCL2 altered the expression of pro-inflammatory cytokines and of the orexigenic neuropeptide 
MCH in the hypothalamus.   
A Real-time PCR analysis of the genes coding for the pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, TNF-α in the hypothalamus of 
CCL2 icv injected mice at different times after injection (from 1h to 18h), normalized to values in saline icv injected mice (n = 6 
per group). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, CCL2 icv injection versus saline icv injection. Data are expressed as means ± SEM.  
B, C Study of gene and protein hypothalamic expression of the chemokine CCL2 in CCL2 icv injected mice. Real-time PCR 
analysis for CCL2 (B) in CCL2 icv injected mice at different times after injection (from 1h to 18h), normalized to values in 
control saline icv injected mice (n = 6 per group). Measurement of CCL2 concentration by EIA (C) in the hypothalamus after 
CCL2 icv injection (black bars) or saline icv injection (grey bars) in mice at 1h, 6h and 18h after injection (3 independent 
experiments, n = 6 per group in each experiment). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, CCL2 versus saline condition. Data are 
expressed as means ± SEM.  
D, E Study of gene and protein expression of the hypothalamic orexigenic peptide MCH in CCL2 icv injected mice. Real-time 
PCR analysis for MCH (D) in CCL2 icv injected mice at different times after injection (from 1h to 18h), normalized to values in 
control saline icv injected mice (n = 6 per group). Measurement of MCH concentration by EIA (E) in the hypothalamus after 
CCL2 icv injection (black bars) or saline icv injection (grey bars) in mice at 1h, 6h and 18h after injection (3 independent 
experiments, n = 6 per group in each experiment). Cerebellum was used as negative control. *p<0.05, ** p<0.01, CCL2 versus 
saline condition. Data are expressed as means ± SEM.  
F The decrease in MCH mRNA levels observed 18h after CCL2 icv injection is abolished by the CCR2 antagonist INCB3344 (1 
M) and in CCR2 KO mice, as shown by  
real-time PCR analysis for MCH in the hypothalamus. Results were normalized to values in saline icv injected WT mice (n=6 
per group). ** p<0.01, $$$ p<0.001. * compare saline and CCL2 icv injection in WT mice. $compare CCL2 icv injection WT 
mice and CCL2+INCB3344 icv injection in WT mice or CCL2 icv injection in CCR2 KO mice. Data are expressed as means ± 
SEM.  
See also Figure EV2.  
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Figure 3. The chemokine CCL2 can directly modulate MCH neurons.  
A Colocalization of MCH and the receptor for CCL2 (CCR2) in the LHA of mice expressing CFP under the promoter of MCH. 
The overlap of MCH and CCR2 immunoreactivity indicates that CCR2 is expressed on MCH neurons in the LHA.  
B, D CCL2 effects on MCH neurons of MCH-CFP knock-in mice recorded in current- clamp mode. Representative trace of the 
effects of CCL2 on MCH neurons (B). The CCR2 antagonist INCB3344 prevents the small hyperpolarization of MCH neurons 
elicited by CCL2. Effects of CCL2 at various concentrations, alone or in the presence of the INCB3344 (1μM) or barium 
(200μM) on the membrane potential of MCH neurons (n= 5 to 16) (C). ** p<0.01, *** p< 0.001, t test after ANOVA; + p<0.05, ++ 
p<0.01 paired t test, against their own control. Data are expressed as means ± SEM. Discharge pattern of two representative 
MCH neurons in response to a depolarizing current pulse injection (current pulses applied every 10s) in control condition and 
in the presence of CCL2 (D). The control trace is recorded just before the application of CCL2 while the CCL2 trace is 
recorded 1 min after the beginning of CCL2 application. CCL2 delayed the third action potential (left panel) and induced 
failures in the action potential evoked in the right panel.  
E Effect of CCL2 on KCl-induced MCH release. Perfusion of hypothalamic tissues with 60mM KCl for 30 min induces an up to 
3.1-fold increase in MCH release. CCL2 (100 nM) dramatically blunts KCl-induced MCH release, which is prevented by the 
addition of INCB3344 (10μM) (3 to 5 independent experiments, 3 chambers per condition in each experiment). * or $ p<0.05, ** 
p<0.01, *** p<0.001. * compare KCl and KCl+CCL2 conditions. $ compare KCl+CCL2 and KCl+CCL2+INCB3344 conditions. 

Data are expressed as mean fold-increase in MCH release per chamber versus basal secretion, ± SEM. See also Figure EV4.  
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Figure 4. LPS and CCL2 decrease body weight through a CCR2-dependent mechanism.  
A Effects of an acute icv injection of saline or LPS and/or INCB3344 on the weight of WT mice. Left panel: % of weight 
variation compared to the initial weight of the animals at different times after injection (from 2 to 48h) (n=6 in each group 
except for LPS: n=5). *, $, #, p<0.05; ##, p<0.01 and ***, $$$, p<0.001. *, $ and # compare saline versus LPS, saline versus 
LPS+INCB3344 and LPS versus LPS+INCB3344, respectively. Data are expressed as means ± SEM. Right panel: the area 
under curve (AUC) was calculated for curves representing the % of weight variation versus the initial weight after injection of 
each animal in each condition using Prism 6 software, with baseline set up at 0% of weight variation. * p<0.05, LPS versus 
LPS+INCB3344 conditions. Data are expressed as mean net AUC ± SEM.  
B Weight-loss induced by LPS is blunted by INCB3344 and in CCR2 KO mice. Fold- increase in weight-loss 26h after icv 
injection of LPS and/or INCB3344 in WT mice or in CCR2 KO mice is determined by calculating the ratio of weight loss in test 
conditions and weight loss in their appropriate control conditions. * p<0.05, *** p<0.001, LPS+INCB3344 treatment in WT mice 
or LPS treatment in CCR2 KO mice versus LPS treatment in WT mice. Data are expressed as means ± SEM.  
C Weight-loss induced by CCL2 is blunted in CCR2 KO mice compared to WT mice. Fold- increase in weight-loss 26h after icv 
injection of CCL2 in WT mice or in CCR2 KO mice is determined by calculating the ratio of weight loss in CCL2 icv injected WT 
or CCR2 KO mice and weight loss in their appropriate control conditions. ** p<0.01, CCL2 treatment in KO CCR2 mice versus 
CCL2 treatment in WT mice. Data are expressed as means ± SEM.  
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Figure EV1. Study of gene expression of the ARC peptides in LPS icv injected mice.  
A, B, C, D Real-time PCR analysis of the genes coding for the hypothalamic peptides POMC (A), CART (B), NPY (C) and AgRP 
(D) in LPS icv injected mice at different times after injection (from 1h to 24h), normalized to values in saline icv injected mice (n 
= 6 per group).  
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, LPS condition versus saline condition. Data are expressed as means ± SEM.  See also Figure 
1. 
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Figure EV2. Study of gene and protein expression of the hypothalamic peptide ORX in LPS (A, B) CCL2 (C, D) icv 
injected mice.   
A Real-time PCR analysis for ORX in LPS icv injected mice at different times after injection (from 1h to 24h), normalized to 
values in control saline icv injected mice (n = 6 per group).  
B Measurement of ORX concentration by EIA in the hypothalamus after LPS icv injection (black bars) or saline icv injection 
(grey bars) in mice at 1h, 6h and 18h after injection (3 independent experiments, n = 6 per group in each experiment). 
Cerebellum was used as negative control.  
** p<0.01, LPS condition versus saline condition. Data are expressed as means ± SEM. 
C Real-time PCR analysis for ORX in CCL2 icv injected mice at different times after injection (from 1h to 18h), normalized to 
values in control saline icv injected mice (n = 6 per group). 
D Measurement of ORX concentration by EIA in the hypothalamus after CCL2 icv injection (black bars) or saline icv injection 
(grey bars) in mice at 1h, 6h and 18h after injection (3 independent experiments, n = 6 per group in each experiment). 
Cerebellum was used as negative control.  * p<0.05, ** p<0.01, CCL2 condition versus saline condition. Data are expressed as 
means ± SEM.  See also Figures 1 and 2. 
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Figure EV3. Analysis of inflammatory markers expression in LPS icv injected mice.   
A, B Analysis by real-time PCR Arrays of interleukins, cytokines (A) and CC chemokine ligands and receptors (B) gene 
expression in the hypothalamus 6h after an acute icv injection of LPS versus saline in WT mice (n = 6 per group). LPS-induced 
fold up-regulation versus saline condition was calculated using the ΔΔCT method according to the manufacturer’s protocol. 
C, D Study of gene and protein hypothalamic expression of the chemokine CCL2 in LPS icv injected mice. Real-time PCR 
analysis for CCL2 (C) in LPS icv injected mice at different times after injection (from 1h to 24h), normalized to values in control 
saline icv injected mice (n = 6 per group). Measurement of CCL2 concentration by EIA (D) in the hypothalamus after LPS icv 
injection (black bars) or saline icv injection (grey bars) in mice at 1h, 6h and 18h after injection (3 independent experiments, n = 
6 per group in each experiment).  *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, LPS versus saline condition. Data are expressed as means ± 
SEM.  See also Figure 1.   
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Figure EV4. Effects of CCL2 on MCH neurons of the LHA recorded in brain slices from MCH-CFP knock-in mice.   
A, B MCH neurons were recorded in voltage-clamp using the KCl solution (trace filtered at 0.25 kHz) (n = 4). Example of the 
inward current induced by a local application of CCL2 (A). Rapid inward deflections were due to spontaneous activity and 
vertical bars represent the currents in response to hyperpolarizing steps of -10 mV from -60 mV during 300 ms every 10 s, as 
extended on the inset on top in the absence (1) and in the presence of CCL2 (2). Effect of CCL2 on the absolute value of the 
instantaneous current amplitude (∆I) plotted against time of the cell presented in A (B). 
C, D Effect of CCL2 on the spontaneous post-synaptic currents recorded on MCH neurons. Example of recordings obtained in 
whole-cell voltage-clamp on a MCH neuron maintained at a holding potential of -60 mV before (control), during the application 
of CCL2 (10 nM CCL2) or after CCL2 has been washed out (washout). Inset shows an example of event with an expanded time 
scale. The decay has been fitted to a single exponential (C). Effect of 10 nM CCL2 on the frequency (left) and amplitude (right) 
of post-synaptic currents (PSCs). Individual cells are indicated by circles and thin lines (n = 5). *p<0.05. 10 nM CCL2 versus 
control condition. Data are expressed as means ± SEM (D). 
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Appendix Supplementary Methods 

RNA isolation 

Total mRNA was isolated according the method described by Chomczynski and Sacchi 

(Chomczynski et al, 1987) using Fast Prep apparatus (Q-Biogene). 2 mg of total mRNAs 

were denatured at 65°C for 5min in presence of 0.5 mM dNTP and oligodT primers 

(25ng/µl).  

RT-PCR 

Except for RT2 Profiler PCR arrays (see below) where manufacturer’s protocol was followed, 

reverse transcription of mRNAs, was performed using SuperScript® III Reverse 

Transcriptase (100U; Life Technologies) in a total volume of 20 ml. A negative control 

lacking RT enzyme was also performed in each assay (NRT). RT and NRT mixtures were 

diluted 5 times to be used in quantitative real time PCR experiments.  

Polymerase Chain Reaction Array for Cytokines and Chemokines 

RT2 Profiler Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors PCR arrays (PAMM-011Z) (n = 6) 

were used to analyze the expression of a focused panel of genes. Data analysis was 

performed using the ΔΔCT method according to the manufacturer’s protocol 

(SABiosciences).  

Quantitative Real Time PCR 

Real time PCR was performed from reverse transcribed cDNA samples for relative 

quantitation of mRNA levels for the genes of interest. Quantitative real time PCR was 

performed in a LightCycler® 480 apparatus (Roche) using LightCycler® 480 SYBR Green I 

Master (2X) as described by the manufacturer. Primers were designed using Primer Express 

1.5 software (Applied Biosystems) and are detailed in Table 1. Real time PCR was 

performed for amplification of mouse IL-1β, IL-6, TNF-α, CCL2, MCH, ORX, POMC, CART, 

NPY, AgRP and GAPDH mRNA. In each assay, PCR were performed in duplicate. Relative 

quantities of target genes were determined by comparison with results for the control 

housekeeping gene GAPDH. 

Chemokine, cytokine and neuropeptide quantification  

Cerebellar and hypothalamic areas were harvested in ice-cold HBSS (Invitrogen) containing 

protease inhibitor cocktail (Roche). Extracts were homogenized by polytron and centrifuged. 

Supernatants were kept frozen until use. The protein content of the extracts was determined 

using the Bio-Rad protein assay reagent (Biorad). A cytometric bead array (BD™ CBA 
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Mouse Inflammation Kit; BD Biosciences) and a mouse IL-1b ELISA Ready-SET-Go 

(eBiosciences) were used to measure protein levels of IL-6/TNF-α/CCL2 and IL-1b, 

respectively according the manufacturers protocols. MCH or ORX peptide levels in tissue 

lysates or in perifusion samples were measured by enzyme immunoassay kits, as described 

by manufacturer (refs EK-070-47 and EK-003-30 respectively; Phoenix Pharmaceuticals). 

Whole-cell patch-clamp recordings 

Whole-cell patch-clamp recording were carried out as previously described (Guyon et al., 

2005a). Briefly, hypothalamic slices obtained from brains of 11-28 days old MCH-CFP-KI 

mice were continuously superfused with a microperfusion system. For current-clamp 

experiments, we used a K-gluconate internal solution containing (mM): K-gluconate 135, 

CaCl2 0.3, MgCl2 1, HEPES 10, EGTA 1, Mg2ATP 4, Na3GTP 0.4, pH adjusted to 7.3 with 

KOH. Values of access resistance ranged from 12 to 20 MW and were left uncompensated. 

The liquid junction potential between the internal solution (negative) and the standard PBBS 

solution was 13.2 mV. Membrane potential values given in the text were not corrected for 

the junction potentials. Measurements were made 2-3 min after obtaining the whole-cell to 

ensure dialysis. MCH neurons were recognized using fluorescence as CFP in these 

transgenic mice is expressed under the control of MCH promoter thus only in MCH-

producing neurons. 

Data were digitized at 5-10 kHz using a Digidata interface coupled to a microcomputer 

running pClamp 9 (Axon Instruments). Current-clamp data were digitized at 0.5 kHz using 

the same interface. Potentials were digitally filtered at 1-3 kHz. Average data are expressed 

as mean ± SEM, n = number of neurons.  
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Table EV1: Primers used for real-time PCR 
 
Gene   sequence 5’-3’     concentration 

mIL-1β-F  TGGTGTGTGACGTTCCCATT    

mIL-1β-R  CGACAGCACGAGGCTTTTTT   300 nM  

mIL-6-F  CCCAATTTCCAATGCTCTCC    

mIL-6-R  TGAATTGGATGGTCTTGGTCC   300 nM  

mTNF-α-F  TGTACCAGGCTGTCGCTACA    

mTNF-α-R  AGGGCAATTACAGTCACGGC   300 nM  

mCCL2-F  CCAACTCTCACTGAAGCCAGC    

mCCL2-R  CAGGCCCAGAAGCATGACA   300 nM  

mMCH-F  GAAGGAGAGATTTTGACATGCTCA  

mMCH-R  CCAGCAGGTATCAGACTTGCC   300 nM  

mORX-F  GCCGTCTCTACGAACTGTTGC   

mORX-R  CGCTTTCCCAGAGTCAGGATA   300 nM  

mPOMC-F  AGTGCCAGGACCTCACCA 

mPOMC-R  CAGCGAGAGGTCGAGTTTG   300 nM 

mCART-F  CGAGAAGAAGTACGGCCAAG 

mCART-R  CTGGCCCCTTTCCTCACT    300 nM 

mNPY-F  CCGCTCTGCGACACTACAT 

mNPY-R  TGTCTCAGGGCTGGATCTCT   300 nM 

mAGRP-F  CCCAGAGTTCCCAGGTCTAAGTCT 

mAGRP-R  CACCTCCGCCAAAGCTTCT   300 nM 

mGAPDH-F  GAACATCATCCCTGCATCC    

mGAPDH-R  CCAGTGAGCTTCCCGTTCA   300 nM 
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2. Implication de la chimiokine CCL5 dans la prise de poids 
par action sur les neurones à MCH : un rôle dans la 
pathogenèse de l’obésité ? 

 Introduction 2.1.

Comme discuté précédemment dans l’introduction (voir Introduction, section 3.2.2., 

paragraphe « Inflammation hypothalamique et obésité »), la communauté scientifique tend 

aujourd’hui à considérer l’inflammation hypothalamique comme à l’origine du 

développement de l’obésité nutritionnelle.  

En effet, les nutriments, en temps normal, fluctuent avec les paramètres physiologiques 

normaux et sont des régulateurs importants des réseaux neuronaux hypothalamiques. Pour 

autant, la consommation excessive de ces mêmes nutriments semble être impliquée dans le 

déclenchement de l’inflammation métabolique dans l’hypothalamus. Par exemple, chez la 

souris, une administration aiguë de glucose dans le 3V augmente l’activité de NF-κB dans 

l’hypothalamus et non en périphérie (Zhang et al., 2008c). De même, l’augmentation de la 

concentration de certains lipides a été montrée comme pouvant exercer des effets pro-

inflammatoires dans l’hypothalamus. Par exemple, l’administration ICV d’AG saturés (AGS) 

à longue chaîne chez le rat induit l’expression de cytokines pro-inflammatoires dans 

l’hypothalamus (Milanski et al., 2009). Des études soutiennent l’hypothèse selon laquelle 

l’inflammation métabolique hypothalamique est initiée par l’excès de nutriments plutôt que 

par le gain de poids et de masse grasse : par exemple, la consommation d’un HFD pendant 

24 h suffit à augmenter l’expression génique de médiateurs pro-inflammatoires ainsi qu’une 

gliose (Thaler et al., 2012). Cette cinétique est bien trop rapide pour refléter une prise de 

poids significative dans le contexte de l’obésité. Par ailleurs, certains travaux ont montré 

que celle-ci disparaît longtemps après le retour à une consommation d’un régime « normal » 

et la perte de poids (Wang et al., 2012). D’autre part, la résistance à la leptine dans les 

neurones POMC/CART de l’ARC, qui s’installe en parallèle de l’inflammation 

hypothalamique, n’est pas réversible avant que les souris ayant été précédemment nourries 

avec un HFD de manière chronique aient consommé pendant 20 semaines un régime 

pauvre en lipides (Enriori et al., 2007). Ceci suggère que, si l’inflammation hypothalamique 

se met en place rapidement en réponse à la consommation d’un HFD, la restauration d’une 

fonction hypothalamique normale, après les dérégulations induites par la consommation 

d’un HFD, elle, est très lente.  

D’autre part, le rôle des cytokines inflammatoires dans l’inflammation hypothalamique a 

aussi été étudié. Les données obtenues par les différentes études sont parfois 
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contradictoires. La surnutrition est associée à des niveaux relativement élevés d’activation 

d’IKKβ et de plusieurs cytokines inflammatoires (Zhang et al., 2008c). L’augmentation 

d’activité IKKβ/NF-κB pharmacologiquement ou par expression de formes constitutivement 

actives dans l’hypothalamus de souris induit une obésité et une insensibilité à la leptine et à 

l’insuline. L’inhibition de NF-κB maintient la sensibilité à l’insuline et à la leptine et protège 

contre l’obésité face au challenge nutritionnel (Zhang et al., 2008c). Cependant, l’activation 

forcée de la voie IKKβ/NF-κB spécifiquement dans les neurones hypothalamiques 

n’augmente pas l’expression de cytokines inflammatoires dans l’hypothalamus, suggérant 

que c’est l’activation de cette voie dans des cellules hypothalamiques non-neuronales qui 

induit l’expression de cytokines dans la mise en place de l’inflammation métabolique dans 

l’hypothalamus. Par ailleurs, des études ciblant de manière individuelle la signalisation de 

cytokines inflammatoires ont pu mettre en avant la capacité du TNF-α administré 

centralement, à mimer les effets de la surnutrition (Arruda et al., 2011; Calegari et al., 2011; 

Purkayastha et al., 2011a; Romanatto et al., 2007; Romanatto et al., 2009; Uysal et al., 

1997; Ventre et al., 1997). Il est intéressant de noter que l’injection ICV d’acide stéarique (un 

AGS) mime les effets de celle de TNF-α, indiquant que ces acteurs modulent les mêmes 

voies ou des voies parallèles dans l’hypothalamus. La signalisation de NF-κB peut être 

intégrée par l’inflammasome NLRP3 (« NOD-like receptor family, pyrin domain containing 

3 »), or, de manière intéressante, les lipides tels que le cholestérol sous forme cristalline ou 

les AGS, peuvent induire l’activation du NLRP3, menant à l’activation de la caspase-1 et à 

la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18. Des études ont montré que le NLRP3 est importante dans la 

pathogenèse de l’inflammation hypothalamique induite par la nutrition dans les tissus 

périphériques et les souris déficientes pour le Nlrp3 et la caspase-1 sont résistantes au 

développement de l’inflammation hypothalamique induite par le régime. Cependant, comme 

rappelé précédemment, les cytokines inflammatoires au niveau central ne mènent pas 

nécessairement à une prise de poids, et peuvent mener au contraire à une perte de poids. 

Notamment, l’IL-6 et l’IL-10 semblent contrecarrer les effets néfastes de la surnutrition, et 

même réduire la prise alimentaire, et il a été montré que dans l’obésité nutritionnelle, les 

niveaux d’IL-10 provenant de la rate sont diminués chez le rat. De manière surprenante, l’IL-

4, cytokine anti-inflammatoire ayant montré des effets bénéfiques dans d’autres maladies 

neuroinflammatoires, semble favoriser les effets pro-inflammatoires au niveau 

hypothalamique lors de la consommation d’un HFD (Oh et al., 2010). 

Dans ce contexte, notre équipe a cherché à identifier des intermédiaires « inflammatoires » 

entre les cytokines et les réseaux neuropeptidergiques de l’hypothalamus, qui pourraient 

participer aux dérégulations de la prise alimentaire et du poids corporel de manière à 
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favoriser l’obésité. Pour des raisons similaires à celles nous ayant conduit à étudier les 

chimiokines dans la perte de poids associée à une inflammation de haut-grade, nous nous 

sommes encore une fois donnés pour but d’identifier une ou plusieurs chimiokines pouvant 

induire une prise de poids dans ce contexte d’inflammation hypothalamique de bas-

grade. Nos résultats préliminaires nous ont permis d’identifier la chimiokine CCL5 comme 

candidat potentiel pour médier ce type d’effets. 

 Matériels et Méthodes 2.2.

 Animaux et régimes 2.2.1.

Dans un premier temps, nous avons développé un modèle d’obésité nutritionnelle chez la 

souris mâle C57BL6/J par consommation d’un régime hyperlipidique, le HFD Soja/Maïs 

(SAFE Diets), composé pour mimer les apports nutritionnels moyens d’un régime 

occidental. 

Les souris sont nourries jusqu’à l’âge de 4 semaines avec un régime standard, puis sont 

séparées en deux groupes, dont un reste sous régime standard alors que l’autre est alors 

nourri avec le régime HFD Soja/Maïs pendant une période comprise entre 8 et 16 semaines. 

La composition des régimes est détaillée dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). 

Tout au long de l’expérience, les souris ont un accès ad libitum à la nourriture et à l’eau. Le 

poids des animaux, la prise alimentaire et la prise hydrique sont mesurés tous les deux 

jours.  

 
Tableau 2. Détails de la composition des régimes utilisés : régime standard et HFD Soja/Maïs 

Régime standard HFD Soja/Maïs

Energie (kcal/g) 2,8 4,5

Protéines (%) 21,4 18,2

Glucides (%) 51,7 46,8

Lipides (%) 5,1 20,0

Détail de la composition en lipides 

du régime HFD

6,1% beurre anhydre  

6% Crisco (huile 

hydrogénée) 

6% saindoux 

1,3% huile de soja 

0,5% huile de maïs 

0,15% cholestérol

Energie apportée par les lipides (%) 13,6 40,3

Rapport LA (omega-6)/ALA (omega-3) 8,9 8,3

Fibres, Minéraux, Humidité etc (%) 21,8 15
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 Injections 2.2.2.

La chimiokine recombinante CCL5 de souris (Peprotech), diluée dans une solution saline 

(NaCl 0,9%) a été injectée chez des souris âgées de 8 semaines, soit en intrapéritonéal (5µg 

dans un volume de 200µl), soit en ICV (500ng dans un volume de 5µl), dans le 3V (pour 

coordonnées utilisées et détails de l’injection ICV, voir le paragraphe « Material and 

Methods» de l’article « CCL2 mediates central inflammation-induced weight-loss through 

inhibition of MCH neuronal activity », section « Drugs injections and tissues collection for 

gene and protein analysis ». 

 Quantification de l’expression génique et/ou protéique de médiateurs 2.2.3.

inflammatoires et de la leptine en périphérie et/ou dans l’hypothalamus. 

• Prélèvements de sérum et de tissus cérébraux 

Le sang des souris anesthésiées par voie respiratoire (isoflurane, 3%) est prélevé par 

ponction rétro-orbitaire après 8, 12 et 16 semaines de régime. Le sang est récupéré à l’aide 

de pipettes Pasteur héparinées (héparine 50mg/ml Sigma) et est collecté dans un tube 

« sérum-gel » (Sarsted) et centrifugé pendant 10min, à 4°C, à 10000 rpm. Le sérum 

(surnageant) est alors récupéré et congelé à -80°C. Après le prélèvement de sang, les souris 

sont sacrifiées et leur hypothalamus est prélevé et congelé à -80°C avant l’extraction des 

ARNs. 

• Extraction protéique dans l’hypothalamus 

Voir l’ « Appendix Supplementary Methods » de l’article « CCL2 mediates central 

inflammation-induced weight-loss through inhibition of MCH neuronal activity », paragraphe 

« Chemokine, cytokine and neuropeptide quantification ». 

• Dosage de la leptine 

La leptine est dosée dans le sérum grâce à ELISA (Assay Pro), d’après le protocole décrit 

par le fournisseur. L’intensité de la couleur est lue à 450 nm et les données sont exploitées 

grâce au logiciel GraphPad Prism. 

• Dosage de médiateurs inflammatoires par cytométrie de flux 

La cytokine pro-inflammatoire IL-6 ainsi que des chimiokines CCL5 et CCL2 sont dosées 

par cytométrie de flux dans un appareil FACS Array à l’aide d’un kit CBA Flex Set (BD 

Biosciences). La quantification est effectuée d’après la fluorescence émise par la 
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phycoérythrine émettant à 585nm. Le dosage par cytométrie de flux ci-dessus est réalisé 

sur des échantillons de sérum et dans des extraits protéiques d’hypothalamus. 

• Etude de l’expression génique : extraction d’ARN, transcription inverse et PCR 

quantitative en temps réel 

Voir l’ « Appendix Supplementary Methods » de l’article « CCL2 mediates central 

inflammation-induced weight-loss through inhibition of MCH neuronal activity », 

paragraphes « RNA isolation », « RT-PCR » et « Quantitative Real Time PCR ». Pour les 

séquences des amorces utilisées en qPCR, voir le Table EV1 de l’article « CCL2 mediates 

central inflammation-induced weight-loss through inhibition of MCH neuronal activity », 

avec en supplément les amorces utilisées pour CCL5 :  

mCCL5-F  ACACCACTCCCTGCTGCTTT    

mCCL5-R  AAATACTCCTTGACGTGGGCA   300 nM  

 Etudes électrophysiologiques de l’effet de CCL5 sur l’activité des neurones à 2.2.4.

MCH. 

Pour les détails des méthodes utilisées, voir l’ « Appendix Supplementary Methods » de 

l’article « CCL2 mediates central inflammation-induced weight-loss through inhibition of 

MCH neuronal activity », paragraphes « Whole-cell patch-clamp recordings ». 

Les bloqueurs ont été utilisés aux concentrations suivantes : TTX, 1µM, CNQX, 10µM, D-

APV, 25µM et bicuculline, 10µM.  

 Expériences de superfusion : libération de glutamate. 2.2.5.

• Préparation de synaptosomes et gliosomes 

Les synaptosomes et gliosomes purifiés ont été préparés selon un protocole adapté de 

(Dunkley et al., 1986). En bref, les tissus hypothalamiques ont été homogénéisés dans 10 

volumes de sucrose (0,32M) tamponné à pH 7,4 à l’aide de Tris-(hydroxyméthyl)-amino 

méthane (concentration finale de Tris = 0,01M) en utilisant un broyeur en verre/Teflon. Les 

homogénats sont centrifugés (5min – 1000 g) pour éliminer les noyaux et les débris. Le 

surnageant est laissé à stratifier sur un gradient discontinu de (2%, 6%, 10% and 20% (v/v) 

dans du sucrose tamponné au Tris) et centrifugé (5min – 33500 g). La fraction entre 2% et 

6% de Percoll (fraction gliosomale) et celle entre 10% et 20% de Percoll (fraction 

synaptosomale) ont été collectées par centrifugation. Les culots synaptosomaux et 

gliosomaux sont resuspendus dans une solution physiologique composée ainsi : NaCl, 
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140mM; KCl, 3mM; MgSO4mM, 1.2; CaCl2mM, 1.2; NaH2PO4, 1.2mM; NaHCO3, 5mM; 

HEPES, 10mM; glucose, 10mM; pH 7.2–7.4. 

• Expériences de libération de glutamate 

Les synaptosomes et gliosomes sont incubés pendant 15min à 37°C dans un bain-marie. 

Des portions identiques de suspensions synaptosomales et gliosomales sont disposées sur 

des filtres microporeux au fond de chambres parallèles dans un « Superfusion System » 

((Raiteri et al., 1974) Ugo Basile, Comerio, Varese, Italy) maintenu à 37°C. L’appareillage 

consiste en 24 unités identiques où les synaptosomes et gliosomes sont étalés sur des 

filtres microporeux sous aspiration modérée et « superfusés » avec une solution 

physiologique à un débit de 0,5ml/min pendant une période totale de 48min. Au sein de 

chaque expérience, chaque condition expérimentale a été conduite en triplicat. 

Lors de l’étude de l’effet de CCL5 sur la libération spontanée du glutamate endogène, les 

synaptosomes et les gliosomes ont été d’abord équilibrés pendant les 36 premières 

minutes de superfusion, puis 4 fractions consécutives de 3min ont été collectées. CCL5 

était appliquée à la fin de la première fraction collectée. Du Polypep 0,1% dialysé était 

présent pour empêcher la rétention de peptides dans le dispositif, notamment dans les 

tubes. Les fractions ont été collectées selon le schéma suivant : 2 fractions de 3min 

(libération basale), puis une fraction de 3 min avant, une fraction de 6 min puis une fraction 

après. L’effet de CCL5 sur la libération basale de glutamate a été évalué par calcul du ratio 

entre le contenu en acides aminés dans la fraction où l’effet maximal observé et celui de la 

première fraction, et en comparant ce rapport à celui obtenu en conditions contrôles. 

• Détermination de la concentration de glutamate  

Les fractions collectées et synaptosomes et gliosomes superfusés sont analysées pour 

déterminer le contenu en neurotransmetteurs endogènes. Le glutamate endogène a été 

mesuré par HPLC après une dérivatisation pré-colonne avec du o-phthalaldéhyde et 

séparation sur une colonne chromatographique à phase inverse C18 (10 × 4,6 mm, 3 μm; à 

30°C; Chrompac) couplée à une détection fluorimétrique (longueur d’onde excitatrice, 

350nm ; longueur d’onde d’émission, 450nm ; (Grilli et al., 2004)). L’homosérine a été 

utilisée comme standard interne. 

• Analyses statistiques 

Voir le paragraphe « Material and Methods» de l’article « CCL2 mediates central 

inflammation-induced weight-loss through inhibition of MCH neuronal activity », section « 

Statistical analysis ».  
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 Résultats 2.3.

Notre but était donc d’identifier une chimiokine pouvant participer à la dérégulation des 

systèmes neuropeptidergiques de l’hypothalamus de manière à favoriser la prise alimentaire 

et/ou la prise de poids, et ainsi pouvant participer à la mise en place et/ou au 

développement de l’obésité.  

 Développement d’un modèle murin d’obésité nutritionnelle 2.3.1.

Ainsi, nous avons développé un modèle d’obésité nutritionnelle. Pour cela, des souris mâles 

C57Bl6/J, âgées de 4 semaines au début de l’expérience, ont été nourries avec un HFD 

« HFD Soja/Maïs » (composé notamment d’huile de soja et de maïs) contenant 20% de 

lipides correspondant à 40,3% de l’énergie totale apportée par ce régime pendant 8 à 16 

semaines. En parallèle, les animaux contrôles étaient nourris avec un régime standard 

contenant 5% de lipides correspondant à 13,6% de l’énergie totale apportée par ce régime. 

Nos études ont été réalisées aux temps d’intérêt 8, 12 et 16 semaines, car 8 semaines de 

HFD correspondent à l’apparition des premiers signes d’obésité, 16 semaines de HFD 

mènent à un état d’obésité installée et nous avons choisi le temps 12 semaines comme 

représentatif d’un état d’obésité intermédiaire (Lin et al., 2000). 

• Le régime HFD Soja/Maïs est obésogène 

Le régime HFD Soja/Maïs est induit une prise de poids significativement supérieure à celle 

induite par le régime standard dès la deuxième semaine (supérieure de 2% ; figure 19). A la 

8ème semaine de régime, les souris du groupe HFD Soja/Maïs pèsent en moyenne 

29,61 ± 0,32 g, soit un poids significativement supérieur de 10% à celui des animaux du 

groupe contrôle (p<0,001), qui pèsent en moyenne 26,99 ± 0,22 g. Cette prise de poids 

accrue induite par le régime HFD Soja/Maïs par rapport au régime standard est maximum à 

la 14ème semaine (+15%) et reste significative jusqu’à la 16ème semaine minimum (+12%) soit 

un poids moyen de 30,49 ± 0,43 g contre 34,28 ± 0,66 g. 

Nous avons par ailleurs mesuré le taux de leptine dans le sérum des animaux contrôles et 

du groupe HFD, puisque l’hyperleptinémie est un indicateur indirect de l’obésité. Le taux 

circulant de leptine est significativement supérieur chez le groupe HFD, dès la 8ème semaine 

(figure 20). La concentration sérique de la leptine des animaux du groupe HFD était de 

17,4 ± 2,5 pg/ml, 19,4 ± 3,2 pg/ml et 22,6 ± 1,7 pg/ml contre 9,0 ± 1,0 pg/ml, 

7,1 ± 1,0 pg/ml et 7,1 ± 0,7 pg/ml chez les animaux contrôles, aux semaines 8, 12 et 16, 

respectivement. Cela représente une augmentation du taux de leptine multiplié par 1,9 
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(p<0,01), 2,7 (p<0,01) et 3,2 (p<0,001) après 8,12 et 16 semaines de régime, 

respectivement. 

D’après la littérature, les souris rendues obèses auraient un poids significativement 

supérieur à celui des souris contrôles dès 2 semaines de régime et un poids 

approximativement supérieur de 10% après 8 semaines de régime ainsi qu’un taux de 

leptine multiplié par 2 environ après 8 semaines de régime (Buettner et al., 2007; Lin et al., 

2000). Ainsi, le régime HFD Soja/Maïs apparaît comme capable d’induire une obésité, 

validant notre modèle d’obésité nutritionnelle.  

 

 

 

 

Figure 19. Croissance pondérale des souris sous régime HFD Soja/Maïs. Suivi de la prise de poids des souris nourries 
avec le régime standard ou le HFD Soja/Maïs. Les souris étaient âgées de 4 semaines au début du protocole et étaient pesées 
tous les 2 jours (3 expériences indépendantes, n=10 par groupe) Les souris HFD Soja/Maïs sont considérées obèses à partir 
de la 8ème semaine, lorsque leur poids est supérieur à celui des contrôle de plus de 10%. **p<0,01, *** p<0,001, régime 
standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
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Figure 20. Concentration sérique en leptine des animaux. Dosage de la concentration sérique de la leptine par ELISA chez 
des souris nourries avec le régime standard ou le HFD Soja/Maïs. (n=10 par groupe). **p<0,01, *** p<0,001, régime standard vs 
HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 

• Le régime HFD Soja/Maïs induit une inflammation en périphérie et dans 

l’hypothalamus 

Par ailleurs, pour déterminer si la consommation du régime HFD Soja/Maïs induit aussi une 

inflammation dans l’hypothalamus, nous avons mesuré, dans l’hypothalamus, l’expression 

génique des cytokines pro-inflammatoires canoniques IL-1β, IL-6 et TNF-α et des 

chimiokines CCL2 et CCL5 dans l’hypothalamus (figures 21 et 22). Dans l’hypothalamus, les 

taux d’ARNm des gènes codant les cytokines (figure 21) et les chimiokines (figure 22) 

augmentent significativement à la 8ème semaine chez les souris du groupe HFD Soja/Maïs 

par rapport aux souris contrôles : par rapport aux souris contrôles, les niveaux d’ARNm des 

souris HFD Soja/Maïs augmentent d’un facteur 6,2 pour l’IL-1β (p<0,05), 3,1 pour l’IL-6 

(p<0,01) et 3,6 pour le TNF-α (p<0,05) (figure 21). Le niveau des ARNm des cytokines pro-

inflammatoires diminue à partir de la 12ème semaine de HFD Soja/Maïs et n’est plus 

significativement différent de celui des animaux contrôles sauf pour l’IL-6 dont l’expression 

génique est 1,4 fois supérieure aux contrôles (p<0,05) (figure 21). On observe des résultats 

similaires concernant l’expression génique des chimiokines dans l’hypothalamus. A la 8ème 

semaine de régime HFD Soja/Maïs, l’expression génique de CCL2 est augmentée d’un 

facteur 5,2 (p<0,01) et celle de CCL5 d’un facteur 1,8 (p<0,01) par rapport aux souris 

contrôles (figure 22). Là encore, l’expression génique des chimiokines tend à diminuer à 

partir de la 12ème semaine mais reste significativement différente : l’expression génique de 
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CCL2 chez les souris du groupe HFD Soja/Maïs est 2,7 supérieure à celles des contrôles 

(p<0,05) et celle de CCL5 l’est d’un facteur 1,8 (p<0,05) (figure 22). Ceci démontre que la 

consommation du régime HFD Soja/Maïs entraîne effectivement une inflammation 

hypothalamique avec production locale de médiateurs pro-inflammatoires.  

Pour déterminer si l’obésité induite par le régime HFD Soja/Maïs récapitule aussi les 

« symptômes » inflammatoires connus de l’obésité en périphérie, nous avons mesuré 

l’expression protéique de la cytokine pro-inflammatoire canonique IL-6 et des chimiokines 

CCL2 et CCL5, connues pour être augmentées en périphérie dans l’obésité (Gregor and 

Hotamisligil, 2011; Wu et al., 2007). Nous avons trouvé que la concentration sérique de ces 

médiateurs inflammatoires augmente significativement dans le groupe HFD Soja/Maïs à 

partir de la 12ème semaine pour l’IL-6 et CCL5 où elle est augmentée par rapport au groupe 

contrôle, d’un facteur 5 (p<0,01) et d’un facteur 1,4 (p<0,05) respectivement (figures 21 et 

22). A la 16ème semaine, l’expression de ces médiateurs inflammatoires, dans le sérum des 

souris HDF Soja/Maïs continue d’augmenter par rapport au groupe contrôle : 30,2 ± 13,5 

pg/ml contre 4,1 ± 0,6 pg/ml pour l’IL-6 (ns), 186,7 ± 17,3 pg/ml contre 43,8 ± 8,0 pg/ml 

pour CCL5 (p<0,001) et 142,2 ± 20,1 pg/ml contre 29,2 ± 2,4 pg/ml (p<0,001) (figures 21 et 

22) . Ainsi, la consommation du régime HFD Soja/Maïs récapitule aussi l’inflammation 

périphérique observée dans l’obésité. 

De manière intéressante, l’inflammation hypothalamique précède effectivement celle en 

périphérie puisque l’expression des ARNm des cytokines et chimiokines dans 

l’hypothalamus augmente dès la 8ème semaine, contre la 12ème pour l’augmentation de la 

concentration sérique des mêmes médiateurs. Par ailleurs, il semble que l’inflammation 

hypothalamique soit transitoire, au contraire de celle périphérique qui semble être 

chronique, jusqu’au moins la 16ème semaine de régime. 

 La consommation du régime HFD Soja/Maïs modifie l’expression de 2.3.2.

neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise 

alimentaire 

Au-delà d’augmenter l’expression génique des médiateurs pro-inflammatoires dans 

l’hypothalamus, la consommation du régime HFD Soja/Maïs modifie aussi l’expression des 

peptides de l’ARC et du LHA. 

Concernant les peptides anorexigènes de l’ARC, l’expression de POMC augmente 

significativement dans le groupe HFD Soja/Maïs à partir de la 8ème semaine et continue 

d’augmenter à la 12ème semaine : par rapport aux souris contrôles, elle est augmentée d’un 

facteur 1,6 (p<0,05) et d’un facteur 6,3 (p<0,05) aux semaines 8 et 12 respectivement (figure 
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23). Cette augmentation disparaît à la 16ème semaine. L’expression du peptide CART suit la 

même tendance, mais de manière non significative (figure 23). Concernant les peptides 

orexigènes de l’ARC, l’expression génique de l’AgRP a un profil similaire à celui du CART 

(figure 23) et les niveaux d’ARNm du NPY sont eux augmentés dès la 8ème semaine et 

jusqu’à la 12ème semaine : par rapport aux niveaux du groupe contrôle, ils sont augmentés 

d’un facteur 2,0 (p<0,05) et d’un facteur 2,1 (p<0,05) aux semaines 8 et 12, respectivement. 

 

 
Figure 21. Expression génique dans l’hypothalamus et concentration sérique de cytokines pro-inflammatoires.  
A-C Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les cytokines pro-inflammatoires IL-1β (A) IL-6 (B) et TNF-α (C) dans 
l’hypothalamus de souris nourries avec le régime standard ou le HFD Soja/Maïs. Les valeurs sont normalisées par rapport la 
condition à t0 (n=10 par groupe). 
D Dosage de la concentration sérique de l’IL-6 par FACS Array chez des souris nourries avec le régime standard ou le HFD 
Soja/Maïs. (n=10 par groupe).  
*p<0.05, **p<0,01, régime standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
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Figure 22. Expression génique dans l'hypothalamus et concentration sérique de chimiokines.  
A-B Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les chimiokines CCL2 (A) et CCL5 (B) dans l’hypothalamus de souris 
nourries avec le régime standard ou le HFD Soja/Maïs. Les valeurs sont normalisées par rapport la condition à t0 (3 
expériences indépendantes, n=10 par groupe). 
C-D Dosage de la concentration sérique de CCL2 (C) et CCL5 (D) par FACS Array chez des souris nourries avec le régime 
standard ou le HFD Soja/Maïs. (n=10 par groupe).  
*p<0.05, **p<0,01, *** p<0,001, régime standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
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Figure 23. Expression génique des peptides de l'ARC : POMC, CART, NPY et AgRP.  
A-B Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides anorexigènes de l’ARC, POMC (A) et CART (B) dans 
l’hypothalamus de souris nourries avec le régime standard ou le HFD Soja/Maïs. 
C-D Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides orexigènes de l’ARC, NPY (C) et AgRP (D) dans 
l’hypothalamus de souris nourries avec le régime standard ou le HFD Soja/Maïs. 
 Les valeurs sont normalisées par rapport la condition à t0 (n=10 par groupe). *p<0.05, régime standard vs HFD Soja/Maïs. 
Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 

 
Concernant l’expression des peptides orexigènes du LHA, l’expression génique de l’OX suit 

une tendance similaire à celle observée pour la POMC : elle est le plus augmentée par la 

consommation du régime HFD Soja/Maïs à la 12ème semaine où elle est multipliée par 1,8 

par rapport au groupe contrôle (p<0,05) (figure 24). Pour ce qui est de la MCH, son 

expression génique est significativement augmentée dès la 8ème semaine dans le groupe 

HFD Soja/Maïs par rapport au groupe contrôle et l’est toujours à la 16ème semaine. En effet, 
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par rapport au groupe contrôle elle est augmentée dans le groupe HFD d’un facteur 1,5 

(p<0,05), 1,9 (p<0,05) et 2,0 (p<0,001) aux semaines 8, 12 et 16, respectivement (figure 24). 

Il apparaît donc que la consommation d’un régime hyperlipidique tel que le HFD Soja/Maïs 

affecte les systèmes neuropeptidergiques de l’hypothalamus, au moins de l’ARC et du LHA. 

L’augmentation de l’expression des peptides anorexigènes peut témoigner d’une tentative 

de l’organisme de compenser. Fait intéressant, l’expression de la MCH a un profil 

d’activation singulier par rapport aux autres peptides : son expression génique est 

augmentée dès la 8ème semaine et l’est toujours après au moins 16 semaines de régime HFD 

Soja/Maïs. Le système MCH est-il le plus affecté dans ce modèle d’obésité nutritionnelle ? 

Ces effets de la consommation d’un HFD sur ces neurones est-elle liée à l’inflammation ? 

 
Figure 24. Expression génique des peptides du LHA : MCH et OX.  
A-B Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides du LHA, MCH (A) et OX (B) dans l’hypothalamus de 
souris nourries avec le régime standard ou le HFD Soja/Maïs. Les valeurs sont normalisées par rapport la condition à t0 (n=10 
par groupe). *p<0.05, ***p<0,001, régime standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 

 Lien entre la chimiokine CCL5, le comportement alimentaire et le poids 2.3.3.

corporel 

Comme mentionné auparavant, notre objectif était d’identifier une ou plusieurs chimiokines 

pouvant influencer l’activité des neurones hypothalamiques impliqués dans la régulation du 

CA et du poids corporel, pouvant participer au développement et/ou au maintien du 

phénotype obèse. Nous nous sommes focalisés pour la suite de nos travaux sur la 

chimiokine CCL5 qui a été montrée comme augmentée en périphérie dans un contexte 

d’obésité, et dont l’expression génique dans l’hypothalamus est augmentée dans notre 

modèle.  
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D’autres arguments ont justifié notre intérêt pour CCL5.  

• La chimiokine CCL5 est augmentée dans le sérum de patients obèses 

En collaboration avec le laboratoire du Dr Karine Clément (Equipe Nutriomics, Institut de 

Cardiométabolisme et Nutrition ICAN, INSERM UMRS U1166, Paris), notre laboratoire a 

montré en 2011 (Dalmas et al., 2011) que la concentration sérique de CCL5 est multipliée 

dans le sérum de patients obèses par un facteur 8 par rapport aux patients contrôles et que 

3 mois après chirurgie bariatrique (« bypass » gastrique de type Roux-en-Y), quand la prise 

calorique et donc le poids diminuent, la concentration sérique de CCL5 diminue (figure 25). 

Fait notable, parmi tous les médiateurs inflammatoires mesurés, seule CCL5 évoluait 

proportionnellement à la prise calorique. 

 

 
Figure 25. Evolution de la concentration sérique de CCL5 chez des sujets humains obèses avant et après chirurgie 
bariatrique (d’après Dalmas et al., 2011). La concentration sérique de la chimiokine CCL5 a été dosée par FACS Array chez 
des patients avant et après chirurgie bariatrique (by-pass gastrique type Roux-en-Y). (n=14 pour le groupe contrôle et n=48 
pour le groupe obèse). *p<0,05, ***p<0,001. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM.  

 L’injection de la chimiokine CCL5 induit une prise de poids chez la souris 2.3.4.

• L’injection de CCL5 induit une prise de poids chez la souris 

Une injection IP aiguë de CCL5 (2 µg) entraîne effectivement un gain de poids chez les 

souris par rapport aux souris contrôles injectées avec une solution saline (NaCl 0,9%). Cette 

augmentation est significative 72h après injection (gain de 0,6 ± 0,08 g contre gain de 0,2 ± 

0,04 g ; p<0,05) (figure 26). 

Nous avons voulu tester ensuite si l’effet de CCL5 sur le gain de poids pouvait être central, 

pour cela, nous avons injecté de manière aiguë, CCL5 (500 ng) en ICV et nous avons 

observé de nouveau une augmentation du poids après injection significative par rapport au 
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groupe contrôle (figure 27). Le poids des souris injectées CCL5 en ICV est significativement 

supérieur à celui des contrôles dès 24h (contre 72h en IP) : +1,8 ± 0,1 g contre +1,1 ± 0,0 g 

après 24h, +1,8 ± 0,1 g contre 1,1 ± 0,1 g après 48h et 1,5 ± 0,0 g contre 1,1 ± 0,1 g après 

72h (p<0,05 pour les 3 temps) (figure 27). 

Ces résultats suggèrent que l’injection de CCL5 induit une prise de poids, et que cette 

action de CCL5 est probablement centrale puisqu’elle est plus rapide et plus forte lors 

d’une injection ICV. 

 
Figure 26. Gain de poids des souris après injection IP de CCL5. Variation de poids des souris après injection IP de CCL5 (2 
µg) ou du véhicule seul au cours du temps (n=6 par groupe). *p<0,05, injection de CCL5 vs injection de véhicule (solution 
saline). Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 

 
Figure 27. Gain de poids des souris après injection ICV de CCL5. Variation de poids des souris après injection ICV de 
CCL5 (500ng) ou du véhicule seul au cours du temps (n=6 par groupe). *p<0,05, injection de CCL5 vs injection de véhicule 
(solution saline). Données exprimées en tant que moyennes ± SEM.  
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 L’injection de la chimiokine CCL5 induit l’augmentation de l’expression des 2.3.5.

peptides orexigènes du LHA : MCH et OX 

L’injection IP de CCL5 induit une augmentation significative de l’expression des peptides 

orexigènes MCH et OX, au niveau génique et protéique. Il est intéressant de noter que cette 

augmentation d’expression est plus précoce pour la MCH (dès 6h suivant l’injection) que 

pour l’OX (figure 28), et semble persister dans le temps (au moins jusqu’à 24h après 

injection). 

L’injection ICV de CCL5 induit elle-aussi une augmentation significative de l’expression 

génique et protéique de la MCH et de l’OX, et ce dès la première heure après injection. Il est 

intéressant de noter que l’augmentation de l’expression de la MCH semble plus durable 

dans le temps que celle de l’OX, qui elle, est transitoire (figure 29). 

L’injection de CCL5, IP ou ICV, induit donc l’activation des peptides orexigènes du LHA. La 

cinétique de gain de poids et d’activation de la MCH et de l’OX suggère un rôle plus 

important du système à MCH dans les effets de CCL5 sur la prise de poids puisque 

l’augmentation de son expression est plus stable et durable que celle de l’OX.  

 La chimiokine CCL5 a un effet excitateur sur les neurones à MCH du LHA 2.3.6.

• La chimiokine CCL5 induit une dépolarisation des neurones à MCH. 

Compte-tenu de nos résultats précédents, nous avons décidé de nous focaliser sur les 

neurones à MCH en tant que cibles de l’action de CCL5 dans la prise de poids. 

Nous avons réalisé ainsi au laboratoire des expériences de patch-clamp sur tranches de 

cerveau de souris exprimant la CFP sous le contrôle du promoteur de la MCH (selon le 

même principe que dans l’article « CCL2 mediates central inflammation-induced weight-

loss through inhibition of MCH neuronal activity »). Ces expériences réalisées par le Dr Alice 

Guyon (IPMC, UMR 7275 CNRS-Université Nice Sophia Antipolis) montrent que 

l’application de CCL5 sur des tranches de cerveau induit une dépolarisation des neurones à 

MCH du LHA, et ce de manière dose-dépendante (figure 30). 

Par ailleurs, l’application conjointe de tétrodotoxine (TTX, bloqueur de décharge de potentiel 

d’action) et de bloqueurs des deux types de canaux glutamatergiques, CNQX pour les 

récepteurs AMPA et APV pour les récepteurs NMDA, inhibe la dépolarisation induite par 

l’application de 1nM de CCL5. Au contraire, l’application conjointe de TTX et de bicuculline, 

bloqueur des canaux GABA, n’a pas d’effet sur la dépolarisation des neurones à MCH 

induite par CCL5. Il apparaît donc que les effets de CCL5 sur les neurones à MCH sont 

médiés par une libération présynaptique de glutamate (figure 31). 
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Figure 28. Variation de l'expression génique et protéique des peptides du LHA (MCH et OX) après injection IP de CCL5.  
A,C Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides du LHA, MCH (A) et OX (C) dans l’hypothalamus après 
injection IP de CCL5 (5µg) ou du véhicule seul à différents temps post-injection. Les valeurs des souris injectées CCL5 sont 
normalisées par rapport la condition à contrôle (solution saline) (n=6 par groupe).  
B,D Dosage des peptides MCH (B) et OX (D) dans l’hypothalamus par EIA après injection IP de CCL5 (2 µg) ou du véhicule 
seul à différents temps post-injection (n=6 par groupe). 
*p<0,05, **p<0,01, injection de CCL5 vs injection de véhicule (solution saline). Données exprimées en tant que moyennes ± 
SEM. 
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Figure 29. Variation de l'expression génique et protéique des peptides du LHA (MCH et OX) après injection ICV de 
CCL5.  
A,C Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides du LHA, MCH (A) et OX (C) dans l’hypothalamus après 
injection ICV de CCL5 (500ng) ou du véhicule seul à différents temps post-injection. Les valeurs des souris injectées CCL5 
sont normalisées par rapport la condition à contrôle (solution saline) (n=6 par groupe).  
B,D Dosage des peptides MCH (B) et OX (D) dans l’hypothalamus par EIA après injection ICV de CCL5 (500ng) ou du véhicule 
seul à différents temps post-injection (n=6 par groupe). 
*p<0,05, **p<0,01, injection de CCL5 vs injection de véhicule (solution saline). Données exprimées en tant que moyennes ± 
SEM. 
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Figure 30. Effet de l'application de CCL5 (1nM) sur l'activité électrique des neurones à MCH du LHA des souris KI 
MCH-CFP. Enregistrements en current-clamp. Exemples d’enregistrements illustrant la légère dépolarisation induite par CCL5 
à diverses concentrations. Histogramme montrant l’amplitude des dépolarisations induites par CCL5 à diverses 
concentrations.  

 
Figure 31. Les effets de CCL5 sur les neurones à MCH sont médiés par la libération présynaptique de glutamate. La 
dépolarisation du neurone à MCH induite par CCL5 enregistrée dans la condition contrôle (A) est bloquée dans la même 
cellule par le bloqueur de canaux sodiques TTX (1µM) associé aux antagonistes des récepteurs au glutamate APV (25µM) et 
CNQX (10µM) (B). L’effet de CCL5 persistait en présence de TTX et de bicuculline (10µM), antagoniste du récepteur GABA-A 
(C). 

• La chimiokine CCL5 induit la libération de glutamate par les cellules gliales et les 

neurones 

Nous avons alors voulu déterminer par quelles cellules était libéré le glutamate impliqué 

dans la dépolarisation des neurones à MCH. Pour cela, nous avons réalisé une expérience 

de libération de glutamate par des synaptosomes et gliososmes purifiés d’hypothalamus de 

souris par gradient de Percoll en collaboration avec le groupe du Dr Anna Pittaluga 

(Département de Pharmacie, Section de Pharmacologie et Toxicologie, Université de 

Gênes). 

Ces expériences ont montré que CCL5 induit effectivement la libération de glutamate, et ce 

à la fois par les cellules gliales et les neurones. Il apparaît que cette libération de glutamate 

est majoritairement réalisée par les cellules gliales (42% de la libération de glutamate 

réalisée par les gliosomes contre 15% par les synaptosomes) (figure 32). 
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Figure 32. Effet de CCL5 sur la libération de glutamate par les cellules gliales et les neurones purifiés d’hypothalamus. 
La chimiokine CCL5 (1nM) est capable d’augmenter la libération de glutamate par les synaptosomes (neurones) et par les 
gliosomes (cellules gliales). 

 Conclusion et Discussion 2.4.

Nos résultats préliminaires suggèrent que la chimiokine CCL5 est capable d’induire une 

prise de poids. Les effets de la chimiokine sont plus précoces et soutenus lorsqu’elle est 

injectée centralement, suggérant un effet central de la CCL5. Nous avons aussi déterminé 

que CCL5 peut activer les neurones du LHA produisant la MCH. Ces actions sur ces 

neurones pourraient expliquer, du moins partiellement, la prise de poids induite par 

l’injection de la chimiokine. Il semble que les effets de CCL5 sur les neurones à MCH sont 

directs et/ou médiés par les cellules gliales, en affectant la libération présynaptique de 

glutamate. Or, les interactions entre CCL5 et la libération de glutamate ont déjà été décrits 

(Di Prisco et al., 2012). Si les 3 récepteurs de CCL5, CCR1, CCR3 et CCR5 ont été décrits 

comme exprimés dans le LHA (BrainStars database (Kasukawa et al., 2011)), les cellules 

précises les exprimant n’ont pas été déterminées, il serait donc intéressant, voire 

indispensable de déterminer, par des expériences d’immunohistochimie, quel(s) récepteur(s) 

de CCL5 sont exprimés sur les différents types cellulaires, afin de mieux distinguer quelles 

sont les cibles potentielles de CCL5 dans le LHA. Il serait aussi intéressant d’une part de 

déterminer quel(s) récepteur(s) de CCL5 est/sont impliqués dans les effets de la chimiokine 

sur la prise de poids et d’autre part, de réitérer ces protocoles d’injection chez des souris 

déficientes pour chacun des récepteurs ou encore d’utiliser des antagonistes spécifiques 

de chacun des récepteurs pour tenter de déterminer la participation de chacun. 

Par ailleurs, notre quête d’une chimiokine pouvant induire la prise de poids par action sur 

les réseaux neuropeptidergiques de l’hypothalamus régulant le CA et le poids corporel se 

justifiait dans la perspective d’identifier un acteur de la pathogenèse de l’obésité. Dans ce 

contexte, à court-terme, il serait intéressant de déterminer l’effet d’une injection centrale 

chronique, et non plus aiguë, de CCL5, sur la prise alimentaire et la prise de poids sous 
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régime standard ou HFD. Par ailleurs, il serait de même intéressant de déterminer si 

l’injection chronique d’antagonistes des récepteurs de CCL5 empêcherait la prise de poids 

induite par un HFD. Après détermination des cibles cellulaires potentielles de CCL5 dans le 

cerveau et notamment dans l’hypothalamus, il serait intéressant, de vérifier l’implication 

éventuelle de CCL5 dans la mise en place et/ou le développement de l’obésité en utilisant 

une souris où la signalisation CCL5 serait inhibée conditionnellement et spécifiquement en 

fonction des récepteurs et des cibles cellulaires, dans un modèle de consommation de 

HFD. De plus, pour déterminer la proportion de participation, à l’effet de CCL5, des 

différentes populations neuronales de l’hypothalamus impliquées dans la régulation du CA 

et du poids, il serait intéressant d’utiliser des souris où les populations neuronales 

pourraient être éliminées conditionnellement, en utilisant par exemple un système de type 

DTR (« dyphteria toxin receptor »). 
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3. La nature des lipides influence-t-elle le développement 
de l’obésité ? 

 Introduction 3.1.

Comme évoqué précédemment (Introduction, section 3.2.2, paragraphe « Inflammation 

hypothalamique et obésité »), les AGS, notamment ceux à longue chaîne, sont suggérés 

comme un déclencheur naturel de l’inflammation métabolique dans l’hypothalamus. 

Certaines espèces d’acides gras saturés à longue chaîne ont été décrits comme 

s’accumulant dans l’hypothalamus en réponse à la consommation d’un HFD, probablement 

car qu’ils sont moins facilement oxydés que les acides gras insaturés (AGI). Cette 

accumulation serait un déclencheur de l’inflammation hypothalamique, ainsi que de la 

résistance à l’insuline et à la leptine (Posey et al., 2009). Les AGS peuvent donc agir 

localement dans le cerveau et stimuler l’inflammation hypothalamique : les injections ICV 

d’acide stéarique augmente l’expression de cytokines inflammatoires (dont IL-1β, IL-6 et 

TNF-α) et active les voies JNK et NF-κB dans l’hypothalamus (Calegari et al., 2011). Par 

ailleurs, il apparaît que l’excès des acides gras saturés est plus obésogène que l’excès 

d’autres lipides (DeLany et al., 2000). L’impact négatif de l’excès d’AGS sur le maintien de 

la balance énergétique et du poids semble corrélé avec l’intensification de l’inflammation 

dans l’hypothalamus. Il est intéressant de noter que les AGS apparaissent comme des 

inducteurs spécifiques de l’inflammation dans l’hypothalamus : l’inflammation observée 

dans le MBH après la consommation d’un régime riche en AGS est reproduite avec 

l’administration par gavage d’AGS au contraire des AG mono-insaturés (AGMI) et AG poly-

insaturés (AGPI) ou même des AGS à courte chaîne (Valdearcos et al., 2014). De plus, 

l’infusion ICV d’AGS peut spécifiquement induire une inflammation hypothalamique 

(Kleinridders et al., 2009; Milanski et al., 2009; Zhang et al., 2008c). L’inflammation induite 

par l’administration centrale d’AGS promeut les défauts de signalisation de l’insuline et de la 

leptine, induit une augmentation de poids et perturbe d’autres paramètres métaboliques 

(Zhang et al., 2008c). Il a été décrit que la consommation d’un HFD entraîne l’accumulation 

de lipides issus de la nutrition dans l’hypothalamus de souris. De plus, les profils en AG 

dans l’hypothalamus reflèteraient assez bien les profils des AG ingérés quand ils sont 

consommés en excès., ce qui n’est pas le cas pour d’autres régions cérébrales. Ceci 

souligne la capacité particulière de l’hypothalamus à détecter les changements dans les 

graisses consommées (Borg et al., 2012). Il serait donc intéressant d’identifier les lipides 

pouvant déclencher ou moduler l’inflammation métabolique dans l’hypothalamus, par 
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exemple, cela pourrait-il être le cas des diacylglycérols et des céramides, qui ont été 

montrés comme pouvant perturber la signalisation de l’insuline en périphérie.  

Dans ce contexte, il nous a semblé opportun d’étudier les effets de la substitution de 

certains lipides, en particulier les AGS. En effet, leur consommation a été reconnue comme 

plutôt néfaste et délétère notamment en induisant une inflammation dans l’hypothalamus, 

quand ils seraient ingérés en trop grande quantité, par liaison au TLR4 dont la voie de 

signalisation serait alors activée. L’activation de la voie TLR4 induit un stress du réticulum 

endoplasmique, la surexpression de cytokines pro-inflammatoires et enfin, l’apoptose 

neuronale, le tout contribuant au développement à la résistance à l’insuline et la leptine, et à 

une expression anormale des neurotransmetteurs impliqués dans la régulation de 

l’homéostasie énergétique (Milanski et al., 2009; Moraes et al., 2009). 

L’intérêt de limiter l’inflammation hypothalamique a été montrée à plusieurs reprises (en 

ciblant génétiquement ou pharmacologiquement diverses protéines impliquées dans la 

réponse inflammatoire) comme aidant à réduire le dysfonctionnement hypothalamique, à 

corriger la résistance aux hormones insuline et leptine, et à diminuer le poids corporel 

(Araujo et al., 2007; De Souza et al., 2005; Howard et al., 2004; Milanski et al., 2009; Zhang 

et al., 2008a). Bien que ces résultats soient prometteurs pour traiter l’obésité, la pléiotropie 

des protéines ciblées dans ces études est bien connue et la zone à cibler est une région 

bien précise du cerveau, rendant plus compliqué et plus incertain la possibilité d’utiliser des 

molécules pharmacologiques ciblant ces acteurs de l’inflammation. Ainsi, réduire de 

manière générale et alternative le niveau d’inflammation paraît une approche intéressante, 

voire indispensable. Or, dans d’autres tissus, il a été montré que les AGI dans leur ensemble 

ont des effets anti-inflammatoires, incluant l’inhibition des voies de la lipoxygénase et de la 

cycloxygénase, la diminution de l’adhésion des neutrophiles, la réduction de l’expression de 

cytokines et l’inhibition de la signalisation du TLR4 (Endres et al., 1989; Lee et al., 1985; 

Reynolds et al., 2009), notamment en se liant aux récepteurs orphelins GPR40 et surtout 

GPR120. 

Comme nous le mentionnions plus haut, les approches nutritionnelles sont à la base de la 

quasi totalité des protocoles prophylactiques et thérapeutiques employés dans la lutte 

contre l’obésité. Ainsi, même si la quantité de lipides ingérés resterait la même, il pourrait y 

avoir un intérêt thérapeutique à améliorer la qualité des lipides ingérés en augmentant 

notamment la quantité en acides gras polyinsaturés. 

Il existe plusieurs catégories d’AGI: mono- et polyinsaturés. 

• Acides gras monoinsaturés (AGMI): ils ne comprennent qu’une seule double liaison 

carbone-carbone dans leur chaîne carbonée. Ils peuvent être soit des oméga-7, soit des 
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oméga-9. Parmi les acides gras monoinsaturés les plus communs, on peut citer 

l’oméga-7 acide palmitoléique (C16:1 ω-7) et l’oméga-9 acide oléique (C-18:1 ω-9). 

NB. La nomenclature « oméga » indique le nombre de carbones et d’insaturations de l’acide 

gras en question. Pour un acide gras Cx:y ω-z, Cx indique le nombre d’atomes de carbone, 

y indique le nombre d’insaturations et ω-z indique la position de la 1ére insaturation à partir 

de l’extrémité méthyle. On notera que les insaturations apparaissent en général tous les 3 

atomes de carbone.  

• Acides gras polyinsaturés (AGPI) : ils comprennent plusieurs doubles liaisons 

carbone-carbone dans leur chaîne carbonée. Ils peuvent être soit des oméga-6, soit des 

oméga-3. Au contraire des acides gras monoinsaturés, ils ne peuvent pas être 

synthétisés de novo par l’organisme : l’ingestion de leurs précurseurs respectifs est 

nécessaire. On qualifie ces acides gras d’essentiels. Concernant les oméga-3, seul 

l’acide alpha-linolénique (ALA ; « alpha-linolenic acid » ; C18:3 ω-3) est essentiel puisque 

les autres peuvent être synthétisés par l’organisme à partir de celui-ci : l’acide 

eicosapentaénoïque (EPA ; « eicosapentaenoic acid » ; C20:5 ω-3) et l’acide 

docosahexaénoïque (DHA ; « docosahexaenoic acid » ; C22:6 ω-3). Concernant les 

oméga-6, seul l’acide linoléique (LA ; « linoleic acid ») est essentiel, afin de pouvoir 

procéder à la synthèse des autres oméga-6 : l’acide gamma-linolénique, l’acide dihomo-

gamma-linolénique et l’acide arachidonique (AA). Ce sont surtout les oméga-3 qui ont 

été montrés comme ayant des propriétés anti-inflammatoires. En effet, les oméga-6, 

consommés en excès, pourraient contrecarrer les effets bénéfiques anti-inflammatoires 

des oméga-3. Concernant les oméga-3 et -6, le ratio est très important. En effet, ces 

deux types d’acides gras partagent les mêmes enzymes de synthèse, et peuvent donc 

entrer en compétition (figure 33). En toute logique, il faut donc consommer plus 

d’oméga-3 que d’oméga-6. Un ratio LA/ALA inférieur à 5 a été recommandé par 

l’ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire  de l’alimentation, de l’environnement et 

du travail), ainsi qu’un apport en EPA et DHA de 250 mg pour chacun afin de garantir la 

totalité des besoins de l’organisme en DHA. 

Des études ont pu montré qu’une substitution partielle des AGS délétères par des AGI 

(oméga-3 ou oméga-9) est capable d’améliorer la fonction hypothalamique, d’améliorer la 

sensibilité à l’insuline et à la leptine, de réduire la prise de poids… (Cintra et al., 2012; 

Oliveira et al., 2015). 
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Figure 33. Synthèse des acides gras insaturés oméga-3 et-6. 

 Matériels et Méthodes 3.2.

 Animaux et régimes 3.2.1.

Nous avons comparé les effets de la consommation de 4 régimes différents : régime 

standard, HFD Soja/Maïs (utilisés dans la section « Implication de la chimiokine CCL5 dans 

la prise de poids par action sur les neurones à MCH : un rôle dans la pathogenèse de 

l’obésité ? »), HFD Colza et HFD Tournesol (SAFE Diets). La composition des régimes est 

détaillé dans le tableau 3 ci-dessous.  

Acide linolénique (LA)
18:2 ω-6

Acides gras oméga-3Acides gras oméga-6

Acide alpha-linolénique (ALA)
18:3 ω-3

Acide gamma-linolénique 

18:3 ω-6

Δ6 désaturase

Acide stéaridonique 

18:4 ω-3

Acide dihomo-gamma-linolénique 

20:3 ω-6

élongase

Acide eicosatétraénoïque 

20:4 ω-3

Acide arachidonique
20:4 ω-6

Δ5 désaturase

Acide eicosapentaénoïque (EPA)
20:5 ω-3

Acide docosatétraénoïque 

22:4 ω-6

élongase

Acide docosapentaénoïque 

22:5 ω-3

Acide docosapentaénoïque 

22:5 ω-6

Δ4 ou Δ6 désaturase

Acide docosahexaénoïque (DHA)
22:6 ω-3
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Tableau 3. Détail de la composition des régimes utilisés : régimes standard, HFD Soja/Maïs, HFD Colza et HFD 
Tournesol 

Comme pour les études de la section « Implication de la chimiokine CCL5 dans la prise de 

poids par action sur les neurones à MCH : un rôle dans la pathogenèse de l’obésité ? », les 

souris sont nourries jusqu’à l’âge de 4 semaines avec un régime contrôle, puis sont 

séparées en plusieurs groupes : un reste sous régime contrôle alors que les autres sont 

alors nourris avec chacun des régimes HFD pendant une période comprise entre 8 et 16 

semaines. 

Tout au long de l’expérience, les souris ont un accès ad libitum à la nourriture et à l’eau. Le 

poids des animaux, la prise alimentaire et la prise hydrique sont mesurés tous les deux 

jours.  

 Quantification de l’expression génique et/ou protéique de médiateurs 3.2.2.

inflammatoires et de la leptine en périphérie et/ou dans l’hypothalamus. 

Voir le Matériels et Méthodes de la section « Implication de la chimiokine CCL5 dans la 

prise de poids par action sur les neurones à MCH : un rôle dans la pathogenèse de 

l’obésité ? ». 

 Analyses statistiques 3.2.3.

Voir le paragraphe « Material and Methods» de l’article « CCL2 mediates central 

inflammation-induced weight-loss through inhibition of MCH neuronal activity », section « 

Statistical analysis ». 

Régime standard HFD Soja/Maïs HFD Colza HFD Tournesol 

Energie (kcal/g) 2,8 4,5 4,4 4,5

Protéines (%) 21,4 18,2 23 20,1

Glucides (%) 51,7 46,8 43 46,8

Lipides (%) 5,1 20,0 20,0 20,0

Détail de la composition en lipides 

du régime HFD

6,1% beurre anhydre  

6% Crisco (huile 

hydrogénée) 

6% saindoux 

1,3% huile de soja 

0,5% huile de maïs 

0,15% cholestérol

20% huile de colza 5,1% beurre anhydre 

5% Crisco (huile 

hydrogénée) 

5% saindoux 

4,77% huile de 

tournesol 

0,15% cholestérol

Energie apportée par les lipides (%) 13,6 40,3 40,5 40,3

Rapport LA (omega-6)/ALA (omega-3) 8,9 8,3 2,3 18,3

Fibres, Minéraux, Humidité etc (%) 21,8 15 14 13,1
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 Résultats 3.3.

Afin de déterminer si l’inflammation périphérique et centrale ainsi que la dérégulation des 

systèmes neuropeptidergiques de l’hypothalamus associées à l’obésité dépendent de la 

quantité et/ou de la nature des lipides contenus dans les HFD, nous avons développé le 

même protocole que celui utilisé dans la section « Implication de la chimiokine CCL5 dans 

la prise de poids par action sur les neurones à MCH : un rôle dans la pathogenèse de 

l’obésité ? » pour le modèle d’obésité nutritionnelle, avec 2 autres régimes hyperlipidiques, 

HFD Colza et HFD Tournesol. Ces régimes contiennent la même quantité de lipides (20%) 

et ceux-ci représentent le même pourcentage de l’énergie totale apportée par le régime 

(40%). 

On notera que seul le régime HFD Colza respecte les recommandations d’un rapport 

omega-6/omega-3 inférieur à 5. Les régimes contrôle et HFD Soja/Maïs ont un quant à eux 

un rapport comparable environ égal à 8 alors que le régime HFD Tournesol a quant à lui un 

rapport très élevé, de 18,3, dû au rapport extrêmement élevé du rapport omega-6/omega-3 

(supérieur à 1000) dans la seule huile de tournesol qui entre dans sa composition.  

 Effet de la nature des lipides sur la prise de poids des souris C57Bl6/J 3.3.1.

En comparaison à notre modèle initial d’obésité nutritionnelle, la croissance pondérale des 

animaux du groupe HFD Colza est ralentie : à la 16ème semaine, les souris HFD Colza ont un 

poids moyen significativement supérieur à celui des contrôles (33,1 ± 0,6 g contre 

30,5 ± 0,4 g (p<0,01), soit une augmentation de poids de 9% au lieu de 12% pour les HFD 

Soja/Maïs au même temps. Les souris du groupe HFD Tournesol ont aussi un poids 

supérieur à celui des souris contrôles : à la semaine 16, elles pèsent en moyenne 36,4 ± 

0,8 g (p<0,001). De ce fait, elles ont, au contraire des souris HFD Colza, une croissance 

pondérale accélérée par rapport au modèle initial avec le régime HFD Soja/Maïs (leur poids 

est significativement supérieur à celui des contrôles de 19% contre 12% chez les HFD 

Soja/Maïs) (figure 34). 

On notera pour la suite des résultats qu’initialement notre étude comparative ne concernait 

que les régimes contrôles, HFD Soja/Maïs et HFD Colza, pour lesquels nous avons pu 

effectuer nos mesures à tous les temps d’intérêt. Au contraire, nous n’avons intégré le 

régime HDF Tournesol que plus tardivement dans cette étude et nous avons seulement 

étudié deux temps, à savoir 8 et 16 semaines. 
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 Effet de la nature des lipides sur la leptinémie 3.3.2.

Le taux de leptine circulante est augmentée chez les souris des groupes HFD Colza et HFD 

Tournesol dès la 8ème semaine (figure 34). A la 8ème semaine, alors que le taux de leptine des 

animaux contrôles est de 9,0 ± 1,0 pg/ml, celui des souris HFD Colza est de 

19,0 ± 1,5 pg/ml et celui des souris HFD Tournesol est de 18,7 ± 2,3 pg/ml (p<0,001 pour 

les 2 régimes à ce temps), soit une augmentation par rapport aux contrôles de 2,1 environ 

pour les 2 régimes en question (figure 35). La consommation des régimes HFD Colza et 

HFD Tournesol induit aussi une hyperleptinémie. La leptinémie ne serait affectée que 

marginalement par la nature des lipides à 16 semaines, temps auquel le taux de leptine 

circulante des souris HFD Soja/Maïs est supérieur à celui induit par les deux autres régimes 

(p<0,01). 

Selon la nature des régimes, le régime est plus ou moins obésogène. En effet, si tous les 

régimes induisent incontestablement une hyperleptinémie, le régime HFD Colza induit une 

augmentation de la croissance pondérale juste inférieure de celle décrite dans la littérature 

(9% contre 10%). De manière globale, on peut considérer les trois HFD comme 

obésogènes, mais nos résultats suggèrent que le développement de l’obésité est affecté 

par la nature des lipides et est notamment ralenti avec le régime ayant un rapport oméga-

6/oméga-3 inférieur à 5. 

 
Figure 34. Croissance pondérale des souris au cours du temps en fonction des régimes. Suivi de la prise de poids des 
souris selon les régimes. Les souris étaient âgées de 4 semaines au début du protocole et étaient pesées tous les 2 jours (3 
expériences indépendantes, n=10 par groupe). $, p<0,05, ** ou $$ p<0,01, *** ou ### ou $$$ p<0,001, * Régime standard vs 
autres régimes à un temps donné, # HFD Soja/Maïs vs HFD Colza ou HFD Tournesol à un temps donné, $ HFD Colza vs HFD 
Tournesol à un temps donné. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
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Figure 35. Concentration sérique en leptine des animaux. Dosage de la concentration sérique de la leptine par ELISA chez 
des souris selon les régimes. (3 expériences indépendantes, n=10 par groupe). ** ou $$ p<0,01, ***p<0,001, * Régime standard 
vs autres régimes à un temps donné, $ HFD comparés entre eux à un temps donné. Données exprimées en tant que 
moyennes ± SEM. 

 Effet de la nature des lipides sur l’inflammation 3.3.3.

Comme pour la caractérisation de notre modèle initial d’obésité nutritionnelle, nous avons 

mesuré l’expression des mêmes médiateurs inflammatoires que ceux étudiés alors, ici avec 

les régimes HFD Colza et HFD Tournesol, aux mêmes temps d’intérêt (figures 36 et 37). 

Concernant l’inflammation périphérique, l’expression des cytokines et des chimiokines pro-

inflammatoires est aussi augmentée avec la consommation du HFD Colza. La concentration 

de CCL2 et CCL5 dans le sérum augmentent selon une cinétique et dans des proportions 

comparables à celles trouvées avec le régime HFD Soja/Maïs, justifiant des différences 

significatives entre les régimes à un temps donné (figure 37). On notera tout de même que 

l’augmentation de la concentration de l’IL-6 est décalée dans le temps, à 16 semaines au 

lieu de 12 semaines pour le régime HFD Soja/Maïs (figure 36). 

Concernant l’expression génique des cytokines IL-1β, IL-6 et TNF-α dans l’hypothalamus, 

nous constatons qu’elle est effectivement augmentée dans le groupe HFD Colza par 

rapport au groupe contrôle, mais qu’elle est décalée à la 12ème semaine au lieu de la 8ème 

avec le régime HFD Soja/Maïs. L’expression génique était alors augmentée d’un facteur 4,1, 

4,7 et 4,4 pour IL-1β, IL-6 et TNF-α respectivement (figure 36). Concernant les chimiokines, 

leur expression génique dans l’hypothalamus est aussi décalée, avec une augmentation 

maximale de leur expression à 12 semaines au lieu de 8 semaines pour le régime HFD 
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Soja/Maïs (figure 37). Ceci justifie ici encore des différences significatives entre régimes 

HFD. 

Il est intéressant de noter que la consommation du régime HFD Tournesol ne semble pas 

induire d’augmentation de l’expression des ARNm codant les médiateurs inflammatoires 

étudiés à nos temps d’observation (figures 36 et 37).  

 
Figure 36. Expression génique dans l’hypothalamus et concentration sérique de cytokines pro-inflammatoires.  
A-C Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les cytokines pro-inflammatoires IL-1β (A) IL-6 (B) et TNF-α (C) dans 
l’hypothalamus de souris. Les valeurs sont normalisées par rapport la condition à t0 (n=10 par groupe). 
D Dosage de la concentration sérique de l’IL-6 par FACS Array. (n=10 par groupe).  
* ou $ p<0.05, ** ou $$ p<0,01, * Régime standard vs autres régimes à un temps donné, $ HFD comparés entre eux à un 
temps donné. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 

 

La nature des lipides du régime HFD Colza semble pouvoir retarder le développement de 

l’inflammation transitoire observée dans l’hypothalamus, mais cela est moins net pour ce 

qui est de l’inflammation périphérique. Aux temps d’études 8 et 16 semaines, le régime HFD 

Tournesol n’induit à priori pas d’inflammation. Cependant, compte-tenu de sa capacité à 

induire une croissance pondérale accrue comparativement aux autres HFD, on pourrait 

supposer que l’inflammation transitoire hypothalamique induite éventuellement par le HFD 

Tournesol ait lieu à des temps plus précoces qui nécessiteraient d’être étudiés. Nous ne 

pouvons cependant pas exclure que celle-ci ait lieu à la 12ème semaine.  

A B 

C 
 

D 
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Figure 37. Expression génique dans l'hypothalamus et concentration sérique de chimiokines.  
A-B Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les chimiokines CCL2 (A) et CCL5 (B) dans l’hypothalamus de souris. 
Les valeurs sont normalisées par rapport la condition à t0 (n=10 par groupe). 
C-D Dosage de la concentration sérique de CCL2 (C) et CCL5 (D) par FACS Array (n=10 par groupe).  
* ou $ p<0.05, ** ou $$ p<0,01, *** ou $$$ p<0,001, * Régime standard vs autres régimes à un temps donné, $ HFD comparés 
entre eux à un temps donné. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
 

 Effet de la nature des lipides sur la production des peptides de l’ARC et du LHA 3.3.4.

impliqués dans la régulation de la prise alimentaire 

• Concernant les peptides des neurones de premier ordre de l’ARC 

L’expression génique des peptides anorexigènes POMC et CART, au contraire de ce qui 

était observé avec le régime HFD Soja/Maïs, n’est pas modifiée par la consommation du 

régime HFD Colza (figure 38). En revanche, alors que l’expression de POMC était 

significativement supérieure chez le groupe HFD Soja/Maïs aux semaines 8 et 12, elle l’est 

aussi avec le régime HFD Tournesol à la semaine 8 (figure 38). De plus, l’expression des 

ARNm codant les peptides orexigènes NPY et AgRP n’est pas significativement augmentée 

à nos temps d’études par la consommation des régimes HFD Colza et HFD Tournesol, au 

contraire de ce qui était observé avec le régime HFD Soja/Maïs (figure 38).  

A B 

C 
 

D 
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Figure 38. Expression génique des peptides de l'ARC : POMC, CART, NPY et AgRP.  
A-B Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides anorexigènes de l’ARC, POMC (A) et CART (B) dans 
l’hypothalamus de souris. 
C-D Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides orexigènes de l’ARC, NPY (C) et AgRP (D) dans 
l’hypothalamus de souris. 
Les valeurs sont normalisées par rapport la condition à t0 (n=10 par groupe). * ou *ou $ p<0.05, ** $$ p<0,01, * Régime 
standard vs autres régimes à un temps donné, $ HFD comparés entre eux à un temps donné. Données exprimées en tant que 
moyennes ± SEM. 

• Concernant les peptides des neurones de second ordre du LHA 

Au contraire de ce qu’on a globalement observé pour les neurones de premier ordre, les 

peptides orexigènes du LHA, MCH et OX, sont tous les deux régulés à la hausse par la 

consommation de chacun des régimes HFD utilisés (figure 39).  

Il est intéressant de noter que de nouveau, la consommation du régime Colza semble 

retarder les effets induits par un HFD (figure 39). On notera aussi, qu’au contraire des 

médiateurs pro-inflammatoires mesurés, l’expression des peptides du LHA est augmentée 

avec le HFD Tournesol (figure 39). 

Ces résultats montrent que quelque soit la nature des lipides, il y a augmentation de 

l’expression des peptides orexigènes du LHA associée à la consommation d’un HFD, ce qui 

n’est pas le cas des peptides de l’ARC. Il semble d’ailleurs que l’augmentation de 
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l’expression des peptides orexigènes du LHA suit la cinétique d’apparition de l’inflammation 

centrale et persiste dans le temps. 

 
Figure 39. Expression génique des peptides du LHA : MCH et OX.  
A-B Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant les peptides du LHA, MCH (A) et OX (B) dans l’hypothalamus de 
souris. Les valeurs sont normalisées par rapport la condition à t0 (n=10 par groupe). *p<0.05, ***p<0,001, régime standard vs 
HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. *ou $ p<0.05, ** $$ p<0,01, *** ou $$$ p<0,001, * Régime 
standard vs autres régimes à un temps donné, $ HFD comparés entre eux à un temps donné. Données exprimées en tant que 
moyennes ± SEM. 

 Conclusion et Discussion 3.4.

Depuis quelques temps circule l’idée selon laquelle les régimes enrichis en oméga-3 

pourraient retarder la mise en place de l’obésité (Buckley and Howe, 2010). De plus, des 

études récentes sur les effets du changement d’un HFD à base de lard, après 8 semaines 

de régime, pour des régimes à bases d’AGPI, ont montré que cela permet de réduire le 

poids et d’améliorer le métabolisme (regain de sensibilité à l’insuline,…) et est associée à 

une diminution de l’inflammation hypothalamique (Cintra et al., 2012; Oliveira et al., 2015).  

Nous avons choisi d’étudier l’effet de la nature des lipides sur le développement de 

l’obésité. Nos résultats montrent que la nature des lipides n’empêche pas le développement 

du phénotype obèse mais induit des différences, notamment dans la prise de poids où le 

régime HFD Colza, dont le rapport omega-6/omega-3 est le plus faible, induit une prise de 

poids plus lente que notre modèle initial, et au contraire, où le régime HFD Tournesol, dont 

le rapport omega-6/omega-3 est très élevé, accélère la prise de poids. 

Par ailleurs, l’hyperleptinémie et l’inflammation périphérique paraissent peu affectées par la 

nature des lipides. En revanche, l’inflammation hypothalamique elle, est affectée par la 

nature des lipides, notamment, elle apparaît comme retardée avec le régime HFD Colza qui 

ralentit la croissance pondérale des animaux par rapport aux autres HFD, ce qui est 

cohérent avec les études de Cintra et ses collaborateurs en 2012. Comme nous l’avons 

suggéré précédemment, l’absence d’inflammation hypothalamique à nos temps d’étude 

avec le régime HFD Tournesol, alors qu’il accélère la croissance pondérale, pourrait peut-

A B 
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être être expliqué par une inflammation plus précoce, que nous n’aurions donc pas pu 

détecter. Il est donc primordial de réitérer les expériences à des temps plus courts comme 

4, ou 6 semaines de régime. De manière générale, ces résultats suggèrent que 

l’inflammation hypothalamique contribue effectivement à la cinétique d’apparition du 

phénotype obèse. 

Nous avons vu que la nature des lipides modifie aussi l’expression des peptides 

hypothalamiques impliqués dans la régulation du CA. Si tous les régimes augmentent 

l’expression des peptides du LHA, MCH et OX, cette augmentation est notamment décalée 

avec le régime HFD Colza. Ceci semble confirmer notamment le lien entre 

neuroinflammation et augmentation de l’expression des peptides orexigènes du LHA. 

Pour autant, l’augmentation de l’expression des ARNm des peptides orexigènes 

hypothalamiques que nous avons mesurée ne correspond pas nécessairement à une 

augmentation de la prise alimentaire. En effet, il n’est pas à exclure qu’à consommation 

calorique égale (comme c’est le cas entre les HFD que nous avons utilisés), l’assimilation et 

le stockage des nutriments, en particulier des lipides, soient différents. De plus, la MCH et 

l’OX ont d’autres rôles dans le stress, dans les cycles veille/sommeil, l’activité locomotrice 

etc qui pourraient affecter la prise de poids.  

Par ailleurs, des troubles de sommeil chez les personnes obèses ont été décrits, et du fait 

de leur rôle dans le sommeil par sécrétion tonique, la surexpression chronique de la MCH et 

de l’OX pourrait entraîner des dérégulations de la transition veille/sommeil. Ainsi, il serait 

intéressant d’étudier chez des souris sous différents HFD, l’activité locomotrice, en plus du 

CA, dans des cages métaboliques.  

Au vu des différences observées entre les effets des HFD selon la nature des lipides qu’ils 

contiennent, il est probable que leurs métabolites ne soient pas de même nature non plus. Il 

faudrait déterminer les vois de signalisation engagées par les différents régimes, notamment 

inflammatoires. Comme nous l’avons mentionné auparavant, par exemple, les AGS peuvent 

engager la voie du TLR4, dont l’activation dans le cerveau semble fondamentale dans le 

développement de l’obésité (Kleinridders et al., 2009), alors que les AGI de type omega-3 

agiraient par la voie des prostaglandines anti-inflammatoires (Simopoulos, 2002). 

Nos résultats actuels suggèrent donc que la nature des lipides serait un facteur majeur de la 

mise en place de l’inflammation hypothalamique, elle-même fondamentale dans le 

développement du phénotype obèse par action, notamment, sur les réseaux 

neuropeptidergiques de l’hypothalamus impliqués dans la régulation du CA et du poids 

corporel. Une attention particulière devra donc être portée aux lipides constituant les HFD 

dans les différentes études tenant à la DIO. 



RÉSULTATS 
4. Quelle est la réponse précoce à la consommation d’un régime hyperlipidique dans l’hypothalamus ? 

171 

 

4. Quelle est la réponse précoce à la consommation d’un 
régime hyperlipidique dans l’hypothalamus ? 

 Introduction 4.1.

Dans la caractérisation de l’inflammation hypothalamique associée à la surnutrition, il faut 

prêter aussi prêter attention à la contribution des différents types cellulaires de 

l’hypothalamus.  

L’hypothalamus, et particulièrement le MBH, bénéficient d’une position particulièrement 

privilégiée pour la détection de signaux émanant de la périphérie donnant des informations 

sur l’état métabolique d’un individu. En effet, l’hypothalamus contient des OCV, où la BHE 

est perméable, mais aussi proche du 3V. Cependant, cette position rend aussi 

l’hypothalamus particulièrement vulnérable au stress engendré par un excès de nutriments. 

Si les neurones hypothalamiques semblent être à la fois cible et médiateurs de 

l’inflammation, par activation de voies inflammatoires intracellulaires, participant ainsi à la 

pathologie associée à la surnutrition, ce sont les cellules gliales qui sont considérées 

comme les cellules « immunitaires » du cerveau. 

Comme mentionné précédemment dans l’Introduction, section 2.1.4, il a été montré que la 

microglie est l’acteur principal de l’immunité innée dans le cerveau, et que ses actions sont 

similaires à celles des macrophages résidents dans les tissus périphériques : phagocytose 

de débris, de cellules endommagées, de bactérie. La microglie est notamment importante 

pour monter les réponses défensives du cerveau (Ransohoff and Brown, 2012). La microglie 

est activée dans de nombreuses maladies neurodégénératives, certainement d’abord dans 

un but de résolution, mais souvent, son activation, en devenant chronique, peut finir par 

aggraver la pathologie. Il a été montré de manière intéressante que la microglie exprime des 

TLR, comme les macrophages en périphérie, ainsi les AGS peuvent l’activer. Chez les 

animaux et les hommes obèses, on a pu observer dans l’ARC et l’éminence médiane, les 

changements morphologiques de la microglie caractéristiques de son activation (vers une 

forme amyboïde) ainsi qu’une augmentation de l’expression de cytokines inflammatoires 

(Milanski et al., 2009; Thaler et al., 2012; Valdearcos et al., 2014). L’activation de la microglie 

dans l’hypothalamus a été associée à la consommation de HFD et à l’accumulation 

consécutive de lipides dans l’hypothalamus, suggérant que la microglie est capable de 

détecter et de répondre à des niveaux accrus de lipides, notamment les AGS, pour induire 

une inflammation. La microglie activée engage des voies de signalisation inflammatoires et 

sécrète des cytokines pro-inflammatoires qui pourraient altérer à leur tour le fonctionnement 

des neurones dans l’hypothalamus et donc déréguler la régulation du CA (en effet, le 
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dialogue réciproque entre la microglie et les neurones hypothalamiques a été démontrée). 

La microglie semble particulièrement impliquée dans l’inflammation induite par les AGS. 

Reste à déterminer l’origine des cellules microgliales recrutées dans cette « microgliose » : 

prolifération, migration et différenciation de cellules progénitrices résidentes du SNC ou 

infiltration de cellules issues de la moelle épinière ou une combinaison des deux 

phénomènes ? 

Un autre type de cellules gliales a attiré l’attention dans ce contexte : les astrocytes. 

Comme mentionné précédemment (Introduction, section 2.1.4), ces derniers participent à 

plusieurs fonctions dans le cerveau en conditions normales : l’apport de nutriments, 

plasticité synaptique, libération de neuromodulateurs (ex. glutamate, ATP, GABA). Selon 

leur localisation, les astrocytes ont des morphologies différentes et expriment différents 

récepteurs. Leur fonction dans l’hypothalamus est encore méconnue mais il apparait qu’ils 

peuvent répondre à certains signaux et pourraient exercer un contrôle sur les neurones 

hypothalamiques régulant le CA : ils pourraient influencer les connexions synaptiques dans 

les circuits neuronaux contrôlant le CA (Kim et al., 2014) et contrôler le métabolisme 

glucidique (Levin et al., 2011) et lipidique (Shen et al., 2009) par les neurones voisins. Par 

ailleurs, les astrocytes sont capables d’oxyder les AG en produisant des corps cétoniques 

qui peuvent servir de substrat énergétique pour les neurones. Il est intéressant de noter que 

la consommation d‘un HFD est aussi associée à une astrogliose dans l’hypothalamus, qui 

pourrait être impliquée dans le développement d’une résistance hypothalamique à la leptine 

et à l’insuline. Quels sont les déclencheurs de cette astrogliose ? Il a été suggéré, par une 

étude portant sur des astrocytes primaires en culture, qu’ils répondent, comme la microglie, 

aux AGS (Gupta et al., 2012), mais compte-tenu de la difficulté technique à obtenir des 

cultures d’astrocytes sans contamination par d’autres types cellulaires, ces résultats sont à 

considérer avec recul. Une autre étude a montré que les astrocytes ne seraient pas activés 

par les AGS et suggère que l’astrogliose est secondaire à la microgliose. 

Certaines études ont décrit que la consommation d’un régime hyperlipidique entraîne une 

gliose, observée lorsque l’obésité était déjà installée, ou même après 24h seulement 

(Berkseth et al., 2014; Thaler et al., 2012). 

Dans ce contexte, nous avons voulu déterminer l’impact sur l’hypothalamus, au niveau 

inflammatoire, de la consommation d’un HFD sur une période beaucoup plus brève, à 

l’image d’un repas riche dans notre société occidentale. 
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 Matériels et Méthodes 4.2.

 Animaux et régimes 4.2.1.

Nous avons comparé les effets de la consommation des régimes standard et HFD 

Soja/Maïs utilisés précédemment pendant des temps très courts (1h et 3h). 

Pour réaliser nos études, nous avons privé de nourriture des souris mâles C57Bl6/J âgées 

de 8 semaines pendant 2h, dès le commencement de la phase obscure du cycle jour/nuit, 

afin de synchroniser les groupes. A l’issue de cette privation, un groupe reçoit alors de 

nouveau le régime standard, et l’autre groupe reçoit le HFD Soja/Maïs pendant 1 ou 3h. 

Tout au long de l’expérience, les animaux ont un accès ad libitum à l’eau.  

 Quantification de l’expression génique dans l’hypothalamus 4.2.2.

Voir le Matériels et Méthodes de la section « Implication de la chimiokine CCL5 dans la 

prise de poids par action sur les neurones à MCH : un rôle dans la pathogenèse de 

l’obésité ? ». 

Les séquences des amorces utilisées pour l’analyse de l’expression génique de la GFAP 

(« glial fibrillary acidic protein » ; marqueur astrocytaire) et de l’Iba1 (« ionized calcium-

binding adaptor molecule 1 » ; marqueur microglial) par qPCR sont les suivantes : 

 

Gène   séquence 5’-3’     concentration 

 

mGFAP-F  TCGAGATCGCCACCTACAG    

mGFAP-R  GTCTGTACAGGAATGGTGATGC   500 nM  

 

mIba1-F  GGATTTGCAGGGAGGAAAA    

mIba1-R  TGGGATCATCGAGGAATTG    500 nM  

 Etude de la plasticité astrocytaire et microgliale par immunohistochimie 4.2.3.

Après la fin de la période de 1 ou 3h de consommation de nourriture, les souris sont 

anesthésiées par injection de pentobarbital (dilué au 1/5 dans du NaCl 0,9% ; 10ml/kg). Les 

souris sont alors perfusées (intracardiaque) pendant 5 min avec du PBS 1X froid, puis 

pendant 15 à 20 min avec du paraformaldéhyde (PFA) 4% froid (débit : 1-2ml/min). Les 

cerveaux sont alors prélevés et post-fixés dans du PFA 4% frais sur la nuit. Le lendemain, 

les cerveaux sont placés dans PBS-sucrose 20% stérilisé. Quand les cerveaux sont saturés 

en PBS-sucrose 20%, ils sont congelés à l’isopentane refroidi (-40°C) puis conservés à -
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20°C. On réalise alors des coupes de 20µM d’épaisseur à l’aide d’un cryostat (Leica). Les 

coupes sont co-marquées avec un anticorps anti-GFAP (1 :500, Sigma) et un anticorps anti-

Iba1 (1 :2000, Biocare Medical). Les anticorps secondaires utilisés sont couplés à un 

flurochrome : Alexa Fluor 647 et Alexa Fluor 488 respectivement. Les images sont acquises 

grâce à un microscope confocal (Leica SP5) en réalisant des sections dans l’axe Z (pas = 

2,5 µM).  

Les analyses de quantification sont réalisées grâce au logiciel ImageJ (NIH). Brièvement, 

l’intensité maximale des deux marquages sur l’ensemble des sections réalisées dans le Z 

est calculée puis les marquages GFAP et Iba1 sont analysés dans les deux ARC et dans 

l’EM par mesure du pourcentage de l’aire étant marqué et de la densité intégrée de 

fluorescence (« integrated density »), après élimination du bruit de fond. 

 Analyses statistiques 4.2.4.

Voir le paragraphe « Material and Methods» de l’article « CCL2 mediates central 

inflammation-induced weight-loss through inhibition of MCH neuronal activity », section 

«  Statistical analysis ». 

 Résultats  4.3.

 Réponse inflammatoire précoce dans l’hypothalamus induite par un régime 4.3.1.

hyperlipidique 

 Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression génique de la GFAP, marqueur 

astrocytaire, et de l’Iba1 dans l’hypothalamus, après consommation du régime HFD 

Soja/Maïs pendant 1h ou 3h. 

Nous avons pu observer ainsi qu’après une heure de consommation de régime 

hyperlipidique, l’expression génique de GFAP dans l’hypothalamus est significativement 

augmentée d’un facteur 1,8 (p<00,1) (figure 40). Par contre, à 3h, cette augmentation avait 

disparu. En ce qui concerne Iba1, nous n’avons jamais observée de variation significative de 

son expression génique dans l’hypothalamus (figure 40). 

Nous avons donc par la suite réalisé des marquages immunohistochimiques au niveau du 

MBH, des protéines GFAP et Iba1 pour étudier si une plasticité gliale pouvait être observée 

suite à la consommation d’un régime hyperlipidique, dans l’ARC ou l’éminence médiane 

(EM) (figure 41). 
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Figure 40. Expression génique dans l'hypothalamus des marqueurs astrocytaire (GFAP) et microglial (Iba1) après 
consommation du HFD Soja/Maïs.  
A-B Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant GFAP (A) et Iba1 (B) dans l’hypothalamus de souris ayant accès 1h au 
régime standard ou au HFD Soja/Maïs après privation de nourriture. (n=10 par groupe). 
C-D Analyse par qPCR en temps réel des gènes codant GFAP (C) et Iba1 (D) dans l’hypothalamus de souris ayant accès 3h au 
régime standard ou au HFD Soja/Maïs après privation de nourriture. (n=10 par groupe). 
*** p<0,001, régime standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
  

Après une heure de consommation du HFD, nous n’avons pas constaté de différence 

significative pour GFAP, contrairement à ce qu’auraient pu laisser entendre les résultats de 

qPCR, ni au niveau de l’ARC, ni au niveau de l’EM (figures 41, 42 et 44). Par contre, après 

une heure de HFD, une tendance à l’activation des cellules microgliales est constatée 

(figures 41, 42 et 44), ce qui n’était pas observé en qPCR, ce qui pourrait être notamment 

expliqué si l’augmentation de l’expression génique d’Iba 1 est plus précoce, ou encore 

parce que mesurant dans l’hypothalamus entier, nous pourrions ne pas détecter une 

A B 

C 
 

D 
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variation localisée dans le seul MBH, ou encore parce que l’activation microgliale est 

davantage caractérisée par un changement de morphologie que par une augmentation du 

nombre de cellules gliales à proprement parler ou de l’expression génique de leurs 

marqueurs (Kettenmann et al., 2011). Après 3h de consommation de HFD, il y a 

augmentation du marquage Iba1, dans l’ARC et dans l’EM, qui est significative (p<0,05 pour 

les paramètres mesurés dans l’ARC ; p<0,001 pour les paramètres mesurés dans l’EM) 

(figures 43 et 45), traduisant une activation microgliale accrue. 

 
Figure 41. Photos représentatives des marquages GFAP et Iba1 dans le MBH après consommation du HFD Soja/Maïs 
pendant 1h (A-B) ou 3h (C-D). 
A-B Photos représentatives des marquages GFAP et Iba1 dans le MBH après consommation du régime standard (A) ou HFD 
Soja/Maïs (B) pendant 1h. 
C-D Photos représentatives des marquages GFAP et Iba1 dans le MBH après consommation du régime standard (A) ou HFD 
Soja/Maïs (B) pendant 3h.  

Barres d’échelle : 50 µm 
3V, 3ème ventricule. 

Après 3h, comme c’était le cas après 1h, les paramètres quantitatifs que nous avions 

étudiés jusqu’alors n’ont pas permis de distinguer une réponse des astrocytes spécifique 

induite par le HFD. Cependant, nous avions remarqué une modification morphologique des 

prolongements astrocytaires marqués par la GFAP dans le groupe nourris avec un HFD 

après 3h, à savoir un épaississement et un allongement significatifs des prolongements 

astrocytaires, caractéristiques des astrocytes « réactifs » (Sofroniew, 2005; Wilhelmsson et 

al., 2006) (figure 46). En effet, les prolongements sont 1,6 fois plus épais (p<0,001) et 1,5 

A  DAPI   GFAP   Iba1 B  DAPI   GFAP   Iba1 

C  DAPI   GFAP   Iba1 D  DAPI   GFAP   Iba1 

3V 
3V 
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fois plus allongés (p<0,001) chez les animaux du groupe HFD que chez les animaux 

contrôles. 

Il apparaît donc que la consommation d’un régime hyperlipidique entraîne une réaction de 

nature inflammatoire de manière très précoce dans l’hypothalamus, et plus précisément au 

niveau du MBH, qui est caractérisé par sa susceptibilité particulière à détecter les signaux 

nutritionnels en premier lieu et initier les réponses physiologiques.  

 

 
Figure 42. Analyse des marquages GFAP et Iba1 dans l’ARC après consommation du HFD Soja/Maïs pendant 1h 
A-B Quantification de l’Integrated Density (densité intégrée de fluorescence) pour les marquages GFAP (A) et Iba1 (B) au 
niveau de l’ARC après 1h (n=9 pour le régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
C-D Quantification du % d’aire marquée pour les marquages GFAP (C) et Iba1 (D) au niveau de l’ARC après 3h (n=9 pour le 
régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
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Figure 43. Analyse des marquages GFAP et Iba1 dans l’ARC après consommation du HFD Soja/Maïs pendant 3h 
A-B Quantification de l’Integrated Density (densité intégrée de fluorescence) pour les marquages GFAP (A) et Iba1 (B) au 
niveau de l’ARC après 3h (n=9 pour le régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
C-D Quantification du % d’aire marquée pour les marquages GFAP (C) et Iba1 (D) au niveau de l’ARC après 3h (n=9 pour le 
régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
* p<0,05, régime standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
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Figure 44. Analyse des marquages GFAP et Iba1 dans l’EM après consommation du HFD Soja/Maïs pendant 1h 
A-B Quantification de l’Integrated Density (densité intégrée de fluorescence) pour les marquages GFAP (A) et Iba1 (B) au 
niveau de l’EM après 1h (n=9 pour le régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
C-D Quantification du % d’aire marquée pour les marquages GFAP (C) et Iba1 (D) au niveau de l’EM après 1h (n=9 pour le 
régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
Données exprimées en tant que moyennes ± SEM.  
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Figure 45. Analyse des marquages GFAP et Iba1 dans l’EM après consommation du HFD Soja/Maïs pendant 3h 
A-B Quantification de l’Integrated Density (densité intégrée de fluorescence) pour les marquages GFAP (A) et Iba1 (B) au 
niveau de l’EM après 3h (n=9 pour le régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
C-D Quantification du % d’aire marquée pour les marquages GFAP (C) et Iba1 (D) au niveau de l’EM après 3h (n=9 pour le 
régime standard et n=6 pour le groupe HFD Soja/Maïs). 
** p<0,01, régime standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM. 
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Figure 46. Etude de la morphologie des prolongements astrocytaires après 3h de consommation du HFD Soja/Maïs. 
A Immunoréactivité de la GFAP dans l’ARC de souris ayant accès 3h au régime standard ou au HFD Soja/Maïs après privation 
de nourriture. Les prolongements astrocytaires paraissent plus allongés et plus épais dans le groupe HFD Soja/Maïs que dans 
le groupe contrôle. Barres d’échelle : 50 µm (panneaux gauches) ou 25 µm (zoom 2x, panneaux droits). 
B Etude des caractéristiques morphologiques des prolongements astrocytaires (longueur et épaisseur) dans l’ARC de souris 
ayant accès 3h au régime standard ou au HFD Soja/Maïs après privation de nourriture (10 prolongements mesurés dans 15x2 
ARC pour chaque groupe). 
*** p<0,001, régime standard vs HFD Soja/Maïs. Données exprimées en tant que moyennes ± SEM.  
3V, 3ème ventricule 

 Conclusion et Discussion 4.4.

Nos résultats suggèrent que la consommation d’un HFD déclenche très rapidement une 

réponse inflammatoire de type gliose dans le MBH, ce qui a été observé à des temps plus 

tardifs par  d’autres équipes (Berkseth et al., 2014; Thaler et al., 2012). Nous avons observé 

en effet une augmentation de l’intensité du marquage Iba1 spécifique de la microglie, ainsi 

qu’un allongement et un épaississement des prolongements astrocytaires. Il serait 

intéressant de déterminer les cibles potentielles de ces prolongements et nous sommes 

actuellement en train de mettre au point les co-marquages GFAP-POMC et GFAP-laminine 

(composant majeur de la lame basale, en faisant un marqueur de vaisseaux sanguins) 

comme premiers candidats putatifs. 

Si l’activation microgliale se traduit davantage par un changement de morphologie vers une 

forme plus amyboïde, l’augmentation de signal Iba1 a été déjà décrite dans les cas 

d’activation microgliale. Cependant, afin d’affiner nos analyses, nous sommes en train de 
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développer une « macro » permettant l’étude de la morphologie des cellules microgliales, à 

l’image de celle développée par Kozlowski et ses collaborateurs (Kozlowski and Weimer, 

2012) qui reconnaît les cellules microgliales et analyse notamment l’étalement des 

prolongements de la microglie qui est réduit avec son activation (figure 47). 

 
Figure 47. Stratégie de traitement d'image pour déterminer la forme d'une cellule microgliale (d'après Kozlowski et al., 
2012). Les positions des cellules (CP, « cell positions », croix bleues) au sein d’une projection dans le Z (intensité maximale) 
sont identifiées à l’aide d’un algorithme identifiant les maxima locaux. Au sein d’une région locale de 120 x 120 µm (LR, « local 
region », carré blanc), centrée par CP, des masques de cellules (CM, « cell masks ») sont segmentés à travers un algorithme 
itératif de seuil local. Pour chaque CM, un masque de soma cellulaire (CSM, « cell soma mask ») est défini comme un objet 
dont les valeurs en pixels sont supérieures au dernier seuillage + 50% et dont l’aire est supérieure à 16,7µm2. Un CM (contour 
rouge) et un CSM (contour blanc) sont considérés comme des représentations correctes d’une cellule si le CM ne touche pas 
les limites de la LR et s’il n’y a qu’un seul CSM. Les barres d’échelle représentent 50 µm. 

Nos résultats illustrent potentiellement une réponse physiologique adaptative de 

l’organisme à une consommation excessive de lipides, supportant l’idée selon laquelle 

l’excès de certains nutriments est en effet à l’origine de l’inflammation hypothalamique. Afin 

d’approfondir cette hypothèse, nous envisageons de répéter ces expériences avec un 

régime contenant davantage de lipides, pour étudier si la réponse observée serait plus forte 

ou plus précoce éventuellement. Par ailleurs, compte-tenu de nos résultats sur l’impact de 

la nature des lipides sur l’inflammation hypothalamique à long-terme et sur le 

développement de l’obésité, nous envisageons de même à répéter ces expériences avec le 

régime HFD Colza par exemple. 
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Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à l’implication de l’inflammation 

hypothalamique dans les dérégulations du poids corporel. 

Les études menées au cours de ma thèse ont ainsi permis : 

• d’identifier la voie de signalisation chimiokinergique CCL2/CCR2 comme 

intermédiaire de la perte de poids dans un modèle de neuroinflammation chez la 

souris induit par injection de LPS. Nos résultats suggèrent que la voie CCL2/CCR2 

exercerait ses effets directement sur les neurones à MCH dans le LHA en inhibant 

leur activité et en bloquant la sécrétion du peptide orexigène MCH (figure 48). 

Cependant, l’attraction de monocytes et leur participation dans la perte de poids, et 

éventuellement une diminution  de prise alimentaire, n’est pas à exclure. 

 

Figure 48. Mode d'action putatif de la voie de signalisation CCL2/CCR2 sur les neurones à MCH dans un modèle de 

perte de poids induite par une injection centrale de LPS. L’inflammation hypothalamique est caractérisée par la 

surexpression de médiateurs inflammatoires comme les cytokines et les chimiokines. Celles-ci peuvent se lier à leurs 

récepteurs exprimés par les cellules gliales. Ces dernières, alors activées, peuvent produire encore davantage de cytokines et 

chimiokines dont CCL2. Nos résultats suggèrent que CCL2 pourrait agir directement que les neurones à MCH dans le LHA par 

liaison à son récepteur exprimé par ces neurones. Ceci induirait la diminution de l’activité des neurones à MCH et la sécrétion 
de ce neuropeptide, ce qui est accompagné par une perte de poids. 

• d’identifier la chimiokine CCL5 comme jouant un rôle dans la prise de poids, une 

caractéristique de l’obésité, en agissant notamment sur les neurones à MCH dans le 

LHA. En effet, dans un modèle d’injection centrale et aiguë de CCL5, nous avons pu 

observer une prise de poids des souris, ainsi que l’augmentation de l’expression 

protéique et génique du peptide orexigène MCH. CCL5 induirait la sécrétion de 

glutamate, majoritairement par les cellules gliales, mais aussi par les neurones, ce 

qui pourrait expliquer la dépolarisation des neurones à MCH induite par l’application 

de CCL5 (figure 49). Cependant, l’action exacte de CCL5 sur les neurones à MCH 

reste à clarifier. 
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Figure 49. Mode d'action putatif de la chimiokine CCL5 dans la prise de poids par action sur les neurones à MCH. La 

chimiokine CCL5 surexprimée lors d’une inflammation hypothalamique pourrait d’une part, en se liant à ses récepteurs 

exprimés par les cellules gliales, induire une sécrétion de glutamate. Celle-ci stimulerait alors l’activité des neurones à MCH. 

D’autre part CCL5 pourrait se lier sur des récepteurs exprimés par des neurones, à MCH ou autres, qui eux aussi libèreraient du 
glutamate pour favoriser l’activité des neurones à MCH et induire à terme un gain de poids. 

• de déterminer que la nature des lipides ingérés en excès peut influencer le 

développement d’une obésité nutritionnelle (dans le temps et dans l’intensité). 

Notamment, diminuer le rapport AGPI oméga-6/oméga-3 permettrait de ralentir le 

développement de l’obésité. 

• d’identifier des réponses précoces dans le MBH à la consommation d’un régime 

hyperlipidique. En effet, après quelques heures seulement, apparaît dans le MBH un 

« remodelage » glial s’apparentant à une gliose, une réaction de type inflammatoire. 

Ainsi, nos résultats ont montré que l’inflammation hypothalamique, en fonction de son 

intensité, peut être associée à la fois à une perte de poids involontaire mais aussi à une 

prise de poids excessive induite par la consommation d’un régime hyperlipidique. 

Concernant ce dernier point, la réciproque semble aussi vraie, puisque la consommation 

d’un régime hyperlipidique impacte rapidement l’hypothalamus. De ce fait, le 

« remodelage » glial précoce que nous avons observé soulève la question suivante : dans le 

cadre de la consommation ponctuelle de régimes apportant certains nutriments en excès, 

comme ici les lipides, l’inflammation hypothalamique ne représente-t-elle pas une réponse 

naturelle de « défense » transitoire ? 

Cependant, si cette consommation excessive était maintenue, ces adaptations cellulaires 

sous-tendues à l’inflammation hypothalamique seraient à l’origine du développement de 
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l’obésité (Wisse et Schwartz, 2009). Nos résultats soutiennent ce courant de pensée actuel 

(figure 50). 

En effet, si la consommation d’un régime hyperlipidique déclenche précocement une 

réponse de type inflammatoire dans l’hypothalamus, il est tentant de proposer qu’une 

consommation prolongée, voire chronique, de lipides en excès entraîne elle, dans une 

forme de continuité, une réponse inflammatoire « complète » avec production locale accrue 

de médiateurs inflammatoires notamment. Parmi les médiateurs inflammatoires 

surexprimés, la chimiokine CCL5 serait capable de favoriser l’activité des neurones 

produisant le peptide orexigène MCH, participant ainsi à la prise de poids caractéristique de 

l’obésité, possiblement par augmentation de la prise alimentaire, un des paramètres qu’il 

reste à étudier (figure 50). 

Par ailleurs, les résultats obtenus au cours de ma thèse soulignent l’importance de la nature 

des lipides ingérés en excès dans l’apparition et le développement de l’obésité. 

Notamment, nous avons voulu tester l’influence du rapport AGPI oméga-6/oméga-3 sur 

l’apparition de l’obésité compte-tenu des propriétés anti-inflammatoires démontrées 

auparavant pour les AGPI de type oméga-3. Ces résultats ont montré que le rapport 

oméga-6/oméga-3 contenu dans un régime hyperlipidique influence le moment d’apparition 

des premiers signes d’obésité (croissance pondérale, inflammation, surexpression de 

peptides orexigènes…) : la diminution de ce rapport (c’est-à-dire favoriser les oméga-3 par 

rapport aux oméga-6) permettrait de ralentir l’apparition de l’obésité et vice-versa (figure 

50). 

Ainsi, l’inflammation hypothalamique, réponse précoce, quasi immédiate, à l’ingestion de 

lipides, pourrait devenir chronique et pathologique en cas de consommation prolongée de 

lipides de manière excessive : en effet, il y a alors une production accrue, même si modérée 

(inflammation de bas-grade), de médiateurs inflammatoires dans l’hypothalamus, dont la 

chimiokine CCL5. Or, cela est concomitant avec des variations inadaptées d’expression de 

peptides orexigènes tels que l’OX et la MCH et nos résultats suggèrent par exemple un rôle 

de CCL5 plus ou moins direct induisant la suractivation du système orexigène à MCH dans 

le LHA qui pourrait expliquer au moins partiellement la prise de poids que CCL5 induit chez 

la souris après injection. De manière intéressante, le type de lipides ingérés en excès 

module la fenêtre temporelle d’apparition de l’inflammation hypothalamique (et 

périphérique) ainsi que la prise de poids. Par ailleurs, plus tardivement encore, quand 

l’obésité est installée, il est envisageable que les médiateurs inflammatoires produits en 

périphérie, caractéristiques de l’obésité, puissent aussi atteindre l’hypothalamus, pour 
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participer à la dérégulation des circuits neuropeptidergiques régulant le comportement 

alimentaire et le poids corporel. 

Dans le contexte de perte de poids induit par une inflammation hypothalamique de haut-

grade (ici induite par une infection bactérienne), nous avons pu identifier la voie de 

signalisation CCL2/CCR2 comme un acteur majeur de cette perte de poids, par inhibition 

directe de l’activité des neurones à MCH du LHA qui expriment le CCR2 (figure 50). 

 

Figure 50. Schéma récapitulatif : Liens entre inflammation hypothalamique, nutriments et dérégulations de 
poids. En haut : lors d’une inflammation hypothalamique de haut-grade induite par le LPS, il y a production 
locale accrue de cytokines et chimiokines dont la chimiokine CCL2 de manière aiguë (de quelques heures à 
quelques jours) qui est associée à une perte de poids (une manifestation du comportement de maladie associé à 
une infection de forte intensité). Nous avons montré que cette perte de poids est partiellement dépendante de la 
voie de signalisation CCL2/CCR2, par inhibition directe des neurones du LHA produisant le peptide 
orexigénique MCH. En bas : La consommation d’un régime hyperlipidique induit dès quelques heures, dans le 
MBH, une réponse de type inflammatoire, rappelant une gliose, avec activation probable de la microglie, ainsi 
que des changements morphologique des prolongements astrocytaires (épaississement et allongement). 
Lorsque cette consommation excessive de lipides est prolongée dans le temps (plusieurs semaines), il y a 
inflammation hypothalamique chronique de bas-grade qui est associée au développement de l’obésité ainsi qu’à 
une surexpression de neuropeptides orexgènes comme la MCH. Par ailleurs, nous avons montré que la 
chimiokine CCL5, dont l’expression est augmentée par une consommation excessive et prolongée de lipides, 
pourrait participer à la prise de poids induite par l’inflammation hypothalamique en activant le système MCH du 
LHA. 

Il ressort de ces résultats que les chimiokines, médiateurs inflammatoires décrits tout 

d’abord pour leurs propriétés chimioattractrices de cellules immunitaires en conditions 
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inflammatoires, mais qui ont depuis été montrées comme constitutivement exprimées dans 

le cerveau, et ce même en conditions physiologiques, puissent déréguler l’activité de 

certains neurones hypothalamiques, et donc l’homéostasie énergétique, lorsqu’elles sont 

surexprimées lors d’une inflammation. Cependant, nos résultats associés à ceux de la 

littérature, suggèrent que les chimiokines CCL2 et CCL5 pourraient moduler le système 

MCH dans l’hypothalamus aussi en conditions physiologiques et participer ainsi à la 

régulation du comportement alimentaire, à l’image de la chimiokine CXCL12 agissant sur les 

neurones à AVP et participant de ce fait à la régulation du métabolisme hydrique 

(Callewaere et al., 2006). 

Pour conclure, les résultats obtenus au cours de ma thèse sont une nouvelle démonstration 

de l’importance de l’effet de l’inflammation sur le fonctionnement des systèmes 

neuropeptidergiques hypothalamiques qui régulent comportement alimentaire et maintien 

du poids corporel. Cependant, nos résultats sont la première démonstration de l’influence 

de chimiokines sur le poids, par modulation de neurones hypothalamiques impliqués dans 

la régulation de l’homéostasie énergétique mais aussi d’une réaction de type inflammatoire 

très précoce, en réponse à une ingestion excessive de lipides, comme à l’échelle d’un 

repas. 

L’implication de chimiokines dans la régulation physiologique de l’homéostasie énergétique, 

notamment du poids corporel, ainsi que la susceptibilité à l’inflammation de l’hypothalamus, 

aire cérébrale clé de cette régulation, en particulier par une simple consommation excessive 

de certains nutriments, pourrait expliquer la difficulté à maintenir son poids sur la durée, et 

encore davantage à lutter contre l’obésité une fois installée. 

De ce fait, nos résultats mettent en lumière de nouveaux éléments, qui peuvent préciser le 

lien entre inflammation hypothalamique et dérégulations du poids corporel, et qui 

permettront peut-être à terme de développer de nouvelles thérapies pharmacologiques plus 

efficaces et plus appropriées que celles proposées jusqu’à aujourd’hui en ciblant les 

chimiokines cérébrales. De plus, dans le contexte de l’obésité, nos résultats confirment 

l’importance du type de nutriments ingérés, et soulignent une nouvelle fois le potentiel de 

certains lipides à préserver l’organisme du développement de certaines pathologies, a 

fortiori celles d’origine nutritionnelle. 
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Les dérégulations de la balance énergétique, et surtout du poids peuvent paraître un 

problème marginal, notamment l’obésité qui est souvent perçue comme un problème issu 

d’un manque de volonté des sujets obèses à adopter un mode de vie plus sain, à la fois au 

niveau de l’alimentation et au niveau de leur activité physique. L’obésité, un mal de la société 

de consommation actuelle, où l’Homme est simplement victime de sa gourmandise et de son 

incapacité à résister devant l’opulence ? Il est certain que le modèle ultra-consumériste que 

la société occidentale a adopté, et qui se propage peu à peu dans des pays dits « en voie de 

développement », fait partie du « problème ». Le changement de mode de vie vers la 

consommation quasi compulsive, puisqu’aisée, d’aliments transformés industriellement où 

les teneurs en glucides et lipides sont souvent inutilement élevées, ajoutée à une 

sédentarisation des individus, entraîne forcément des déséquilibres vers une balance 

énergétique positive. Or, l’Homme a-t-il eu l’opportunité d’évoluer et de réduire sa propension 

à stocker au maximum l’énergie en prévision de période de famine et/ou de disette ? 

(Teaford and Ungar, 2000) 

Si l’idée que maigrir n’est qu’une question de volonté perdure dans l’esprit collectif, la 

communauté scientifique a su démontrer notamment que certaines mutations génétiques, 

certes rares, touchant par exemple le gène de la leptine ou de son récepteur (Montague et 

al., 1997 ; Clément et al., 1998 ; DiBaise et al., 2012) peuvent induire chez l’Homme une 

obésité se développant précocement. De fait, même si, ou plutôt, parce qu’elles impactent le 

circuit de récompense dopaminergique mésolimbique, ces mutations compliquent la notion 

de volonté dans ce contexte. 

Par ailleurs, les thérapies pharmacologiques proposées jusqu’alors pour lutter contre 

l’obésité nutritionnelle notamment, se sont montrées inefficaces et/ou ayant des effets 

secondaires néfastes. A l’heure actuelle, seule la chirurgie bariatrique semble, pouvoir être 

une « thérapie » efficace. Cependant, il s’agit d’un traitement lourd et définitif (sauf pour 

l’anneau gastrique) et qui n’est réservé qu’à une portion restreinte des sujets obèses, qui 

atteignent le seuil normalement redouté de l’obésité morbide. Cependant, ces dispositions 

légales peuvent entraîner des sujets, atteints d’une obésité plus modérée, à gagner 

davantage de poids afin de remplir les critères nécessaires à ces opérations de la « dernière 

chance ». En effet, n’oublions pas de rappeler qu’évidemment, l’obésité n’est pas un 

problème « esthétique » mais bien un réel problème de santé aux terribles complications 

médicales et qui peut mener à un mort précoce. 
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Que faire ? Continuer d’étudier les mécanismes de mise en place, de développement, de 

maintien d’obésité et comment elle entraîne de telles complications médicales. Evidemment, 

de nombreuses études se sont intéressées à l’obésité et nos connaissances sont déjà 

larges. Nous savons par exemple l’importance de la déficience de la signalisation de la 

leptine dans le développement de l’obésité, ou encore le lien entre inflammation et obésité. 

Cependant, historiquement, ce lien entre réponses inflammatoires et métaboliques dans 

l’obésité a surtout été étudié en périphérie. En effet, si nous connaissions l’importance de 

régulation centrale de l’homéostasie énergétique et du comportement alimentaire, et si, il y a 

une dizaine d’années, de Souza et ses collaborateurs ont démontré un lien entre obésité 

nutritionnelle, inflammation hypothalamique et la participation de cette dernière dans la 

résistance à l’insuline, ce n’est que relativement récemment qu’il a été montré que bloquer 

l’inflammation centrale inhibe le développement de l’obésité ainsi que nombre de ces 

conséquences métaboliques, notamment au niveau de la résistance à la leptine et du 

métabolisme glucidique. La neuroinflammation, notamment au niveau de l’hypothalamus, 

serait ainsi centrale dans la mise en place et le développement de l’obésité. Si ce fait est 

plus ou moins reconnu aujourd’hui, les acteurs et mécanismes liant consommation excessive 

de certains nutriments (en particulier les lipides), neuroinflammation et développement de 

l’obésité, restent à éclaircir davantage encore. 

Dans ce contexte, nos résultats identifient de manière intéressante, et pour la première fois, 

un médiateur inflammatoire, la chimiokine CCL5, comme un possible intermédiaire entre 

inflammation et dérégulation des systèmes neuropeptidergiques hypothalamiques régulant 

l’homéostasie énergétique aboutissant à une prise de poids et au développement de 

l’obésité. Il reste maintenant à en préciser les mécanismes exacts. Par exemple, il est 

intéressant de noter que la chimiokine CCL5, d’après les connaissances actuelles, peut se 

lier à trois récepteurs différents. Or, nous n’avons pas déterminé quel(s) récepteur(s) 

étai(en)t impliqué(s) dans les effets que cette chimiokine exerce sur les neurones à MCH. 

Compte-tenu des découvertes liant inflammation hypothalamique et obésité faites au cours 

des dix dernières années, une idée pour lutter contre l’obésité nous vient de manière 

sûrement trop simpliste : inhiber la réponse inflammatoire dans l’hypothalamus. Par 

exemple, pourrions-nous proposer la voie de signalisation de CCL5 dans l’hypothalamus 

comme cible thérapeutique potentielle dans la lutte contre l’obésité ? De par la redondance 

du système chimiokinergique, et globalement, l’immense complexité des voies engagées 

dans le contrôle central de l’homéostasie énergétique mais aussi dans sa dérégulation, il est 

difficilement envisageable que cibler seulement la voie CCL5 serait suffisant. Par ailleurs, 
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inhiber généralement la voie CCL5 de manière chronique poserait probablement problème 

notamment de par les autres rôles dans le cerveau et à la périphérie joués par les 

chimiokines. Cependant, ces restrictions et doutes s’appliquent tout autant à d’autres des 

acteurs qui ont été identifiés ou qui le seront à l’avenir : peut-on se permettre d’inhiber les 

voies de l’inflammation aussi de manière chronique ? Si oui, quels acteurs inflammatoires 

pourrait-on se permettre de cibler ? Cibler un seul des acteurs suffirait-il ? Pour de 

nombreuses raisons techniques et tout simplement « biologiques », la réponse n’est pas 

encore trouvée. Cependant, cibler plusieurs acteurs à la fois, et ce de manière très 

spécifique en terme de temps et d’espace, constituerait une approche intéressante. Il reste 

donc à étudier, approfondir nos conséquences et tester. 

Dans le contexte presque totalement opposé, liant inflammation hypothalamique de haut-

grade et perte de poids, nous avons identifié un rôle pour les ligands du récepteur CCR2, 

dont la chimiokine CCL2, par inhibition directe de l’activité des neurones à MCH. Ici, d’un 

point de vue temporel, l’inhibition de la voie CCR2 pour lutter contre une perte de poids 

involontaire excessive consécutive à une pathologie primaire est envisageable. 

Si l’on revient au problème de l’obésité, il est aussi évident, que si la surconsommation de 

certains nutriments est responsable de l’inflammation hypothalamique elle-même à l’origine 

du développement de l’obésité, il reste indispensable et comme solution la plus efficace à 

l’heure actuelle, et oserais-je dire la plus saine, de changer de mode de vie pour un mode de 

vie justement plus sain. De ce point de vue, et comme nous connaissons la difficulté à 

changer ses habitudes alimentaires, notamment une fois que la valeur de récompense de 

certains aliments a été trop bien apprise, il est intéressant de savoir par exemple que 

certains lipides permettent, par rapport à d’autres, de lutter contre l’obésité. Notamment, il a 

été montré que changer de régime hyperlipidique pour un régime hyperlipidique favorisant 

les oméga-3 permet de réduire un phénotype d’obésité installée, et nos résultats montrent 

aussi que favoriser les oméga-3 retarde l’apparition de l’obésité chez la souris. Ceci laisse 

entrevoir un espoir, pour les obèses adultes mais aussi pour les enfants qui pourraient 

devenir obèses, l’obésité infantile étant un problème croissant. En effet, sans radicalement 

changer les modes de cuisson et les assaisonnements en termes de quantités, donc avec 

une transition « douce », jouer sur la nature des nutriments ingérés pourrait aider dans la 

lutte contre l’obésité. 

Ainsi, il me paraît essentiel de débloquer des fonds publics pour la recherche fondamentale 

afin d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes liant régime, inflammation 
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hypothalamique et obésité afin d’identifier de nouvelles cibles potentielles pour, à terme, 

pouvoir élaborer des médicaments les plus adaptés et les plus ciblés possibles (surtout 

connaissant la difficulté à « guérir » de l’obésité une fois qu’elle est installée), ainsi que de 

véhiculer avec plus de pédagogie, des messages insistant sur l’importance d’une 

alimentation à plus forte valeur qualitative. 
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1. Publications dans revues à comité de lecture 

 Articles collaboratifs 1.1.

Au cours de ma thèse, j’ai participé à plusieurs projets dont deux avec l’équipe de 

recherche co-dirigée par le Dr Philippe Gual et le Dr Albert Tran (Equipe 8 « Complications 

hépatiques de l’obésité », Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire, Inserm U1065, 

Nice) qui ont fait l’objet de publications :  

• le premier, « Effects of sleeve gastrectomy in high-fat diet-induced obese mice: 

respective role of reduced caloric intake, white adipose tissue inflammation and 

changes in adipose tissue and ectopic fat depots », par Schneck et al., publié en 

2014 dans Surgical endoscopy (Schneck et al., 2014) ; 

• et le second, « ER stress induces NLRP3 inflammasome activation and hepatocyte 

death », par Lebeaupin et al., publié en 2015 dans Cell Death and Disease 

(Lebeaupin et al., 2015). 

 « Effects of sleeve gastrectomy in high-fat diet-induced obese mice: respective 1.1.1.

role of reduced caloric intake, white adipose tissue inflammation and changes 

in adipose tissue and ectopic fat depots » (Schneck et al., 2014) 

Cette étude visait à déterminer, dans un modèle murin d’obésité nutritionnelle, les effets 

d’un type particulier de chirurgie bariatrique visant à traiter des formes morbides d’obésité, 

la gastrectomie longitudinale ou « sleeve » gastrectomie (GL), qui consiste à l’ablation des 

deux tiers gauches de l’estomac.  

En effet, la SG est une des chirurgies bariatriques les plus pratiquées mais les mécanismes 

sous-jacents à la perte de poids et aux améliorations métaboliques qui lui sont associées 

n’ont pas encore été totalement expliquées. 

De ce fait, plusieurs paramètres ont été examinés chez des souris rendues obèses par la 

consommation d’un HFD après SG : le poids, les dépôts de TA, la tolérance au glucose et la 

stéatose hépatique. 

Après chirurgie, la prise alimentaire des souris du groupe SG est transitoirement réduite par 

rapport aux groupes contrôles « sham » avec accès ad libitum à la nourriture et l’eau (SALF) 

et « sham pair-fed » (SPF) ayant accès seulement à la même quantité de nourriture et d’eau 

que le groupe SG. Cette différence disparaît 2 semaines après chirurgie, ce qui est cohérent 

avec l’absence de différence significative des niveaux d’expression génique des peptides 

hypothalamiques NPY, AgRP et POMC. Cependant, à ce temps, le poids des souris 

continue d’être significativement inférieur à celui des souris contrôles, et les niveaux 
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sériques de ghréline acylée, à jeun, des souris SG étaient significativement diminués chez 

les souris SG par rapport aux souris PFS 3 semaines après l’opération.   

Par ailleurs, bien qu’elles soient toujours nourries avec un HFD, les souris du groupe SG ont 

aussi une amélioration de leur tolérance au glucose et une diminution de la stéatose 

hépatique. De plus, les souris SG montrent une diminution du poids du pancréas et du 

poids du TA blanc et au contraire une augmentation du poids du TA brun, par rapport au 

poids de l’animal. De plus, davantage de cellules T régulatrices anti-inflammatoires et moins 

de cellules T activées pro-inflammatoires infiltrent le TA épididymal des souris SG par 

rapport aux contrôles. Pour la plupart de ces paramètres étudiés, les souris PFS montraient 

un phénotype intermédiaire entre groupes SG et SALF. 

En conclusion, il apparaît que les effets de la SG ne puissent pas tous être expliqués par la 

seule restriction calorique, et qu’ils doivent donc engager d’autres processus. Il est possible 

que la diminution de l’inflammation dans le TA blanc, le développement du TA brun et la 

régression du TA blanc soient des mécanismes potentiellement impliqués dans les effets de 

la SG non-associés à la diminution de la prise alimentaire. 
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Abstract

Background Sleeve gastrectomy (SG) has become a

popular bariatric procedure. The mechanisms responsible

for weight loss and improvement of metabolic disturbances

have still not been completely elucidated. We investigated

the effect of SG on body weight, adipose tissue depots,

glucose tolerance, and liver steatosis independent of

reduced caloric intake in high-fat-diet-induced obese mice.

Methods C57BI/6 J mice fed a high fat diet (45 %) for

33 weeks were divided into three groups: sleeve gastrec-

tomy (SG, 13 mice), sham-operated ad libitum fed (SALF,

13 mice) and sham-operated pair fed (PFS, 13 mice). The

animals were humanely killed 23 days after surgery.

Results In SG mice, food intake was reduced transiently,

but weight loss was significant and persistent compared to

controls (SG vs. PFS, P\ 0.05; PFS vs. SALF, P\ 0.05).

SG mice showed improved glucose tolerance and lower

levels of liver steatosis compared with controls (area under

the curve, SG vs. PFS, P\ 0.01; PFS vs. SALF, P\ 0.05)

(liver steatosis, SG vs. PFS, P\ 0.05; PFS vs. SALF,

P\ 0.01). This was associated with a decrease in the ratios

of the weight of pancreas, epididymal and inguinal adipose

tissues to body weight, and an increase in the ratio of

brown adipose tissue weight to body weight. Epididymal

adipose tissue was also infiltrated by fewer activated T

cells and by more anti-inflammatory regulatory T cells.

Serum levels of fasting acyl ghrelin were still significantly

decreased 3 weeks after surgery in SG mice compared to

PFS mice (P\ 0.05).

Conclusions Reduced white adipose tissue inflammation,

modification of adipose tissue development (brown vs.

white adipose tissue), and ectopic fat are potential
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Nice, Hôpital de l’Archet, Nice, France

O. Le Thuc ! C. Rovere
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mechanisms that may account for the reduced caloric

intake independent effects of SG.

Keywords Bariatric surgery ! Glucose tolerance !

Morbid obesity ! Sleeve gastrectomy ! Weight loss

Sleeve gastrectomy (SG), first reported as the restrictive

part of the biliopancreatic diversion with duodenal switch

[1], rapidly gained wide consensus in the bariatric surgical

community because of its straightforward surgical tech-

nique. It preserves the pylorus and lacks intestinal bypass,

which makes the upper digestive tract accessible to endo-

scopic exploration [2]. Furthermore, the weight loss

obtained with SG has been shown to be comparable to that

reported for Roux-en-Y gastric bypass, not only in the short

term but also beyond 5 years [3]. This has made SG a

legitimate stand-alone bariatric procedure [3].

SG consists of vertical gastrectomy over an intraluminal

calibration bougie that reduces by about 80 % the capacity

of the stomach and results in a dramatic reduction in food

intake. However, it has been shown that SG is associated

with a decrease in the circulating levels of fasting ghrelin,

the orexigenic hormone mainly secreted by the gastric

fundus mucosa [4], and postprandial intestinal peptides

such as glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and peptide YY

(PYY), which influence appetite and food intake [5]. The

reported short-term results for SG and Roux-en-Y gastric

bypass suggest a comparable effect on type 2 diabetes [6,

7]. Furthermore, although the metabolic effects of SG can

be at least partly explained by a reduction in the fat mass

occurring after surgery, other mechanisms may be

responsible for improvement in glucose tolerance, such as a

decrease in the low-grade systemic inflammatory state

linked to obesity [8]. Taken together, these results indicate

that the mechanisms leading to the loss of weight and

metabolic changes that follow SG cannot be explained

solely by the reduced caloric intake induced by a reduction

in the gastric capacity.

We tested the hypothesis that reduced caloric intake

alone is not sufficient to account for the effects of SG on

body weight, glucose tolerance, and liver steatosis in high

fat diet (HFD)-induced obese mice. We also investigated

the role of inflammation of adipose tissue on metabolic

disturbances linked to obesity.

Materials and methods

Animals and study design

Two-month-old male C57BL/6 J mice (Janvier) acclimated

to our animal facilities under a 12/12-h light/dark cycle at a

temperature of 21 ± 2 "C were fed ad libitum a HFD

(45 kcal % fat, 35 kcal % carbohydrate, 20 kcal % protein)

(D12451; Research Diets) and a fructose sweetened bev-

erage (3 %) for 32 weeks. At 40 weeks of age, mice

underwent the surgical procedures as described below. All

experiments were performed according to the institutional

guidelines for the care and use of laboratory animals under

a license issued by the local ethical committee. Mice were

assigned to one of three groups. Group 1 (n = 13) con-

sisted of sham-operated, ad libitum-fed mice (SALF). In

this group, mice had a laparotomy only with ad libitum

access to food and water after surgery. Group 2 (n = 13)

consisted of mice that had the SG. These mice also had

ad libitum access to food and water after surgery. The

group 3 mice (n = 13) were sham-operated pair-fed (PFS)

mice. These mice had a laparotomy only with access to the

same amount of food as their counterparts in group 2.

Before surgery, mice were deprived of food for 8 h. Mice

were fed the same HFD after surgery for the duration of the

study.

Operative technique

Anesthesia was induced and maintained throughout the

procedure with intraperitoneal injection of ketamine

(150 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg). Preoperatively,

20 mg/kg ceftriaxone (Sandoz) was administered, and

6 mg/ml paracetamol (Macopharma) was added to the

drinking water after surgery. Mice were placed on a heat-

ing pad to avoid hypothermia, and the abdomen was dis-

infected before a 2-cm midline laparotomy was performed.

The model for SG in mice has been previously validated in

other studies [9, 10]. Our model is a modified version of

what has previously been reported. The mouse stomach

contains two well-defined areas, a nonglandular forestom-

ach and a glandular stomach that is connected to the duo-

denum. Ghrelin is produced in the distal glandular

stomach. The forestomach was resected first, and the

glandular stomach was then closed with a 6-0 polypro-

pylene (Prolene; Ethicon Inc.) running suture. To complete

the SG to the glandular stomach, a metallic clip (Premium

Surgiclip II; Covidien Surgical) was placed on the glan-

dular stomach parallel to the lesser curvature (midway

between the lesser and greater curvature), and a vertical

gastrectomy was performed along the clip that was used to

guide a 6-0 polypropylene running suture. The abdominal

wall was closed with Monocryl 4-0 (Ethicon Inc.) (con-

tinuous suturing). The skin was closed with Monocryl 3-0

(Ethicon Inc.) (intracutaneous continuous suturing). In the

sham-treated groups (SALF and PFS), the stomach was

mobilized, and the time of surgery was then extended for

the same duration required to perform the SG to mimic

surgery-related stress and trauma. After surgery, animals
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were housed individually and subcutaneous fluids (1 ml of

NaCl 0.9 %; Laboratoire Aguettant) were administered for

the first postoperative day. Animals were given free access

to a fructose-sweetened beverage 6 h after surgery and a

HFD the day after surgery. Two days after surgery, the

animals were housed five per cage.

Food intake and body weight measurement

Food intake was monitored every day for each cage from

1 week before surgery and then throughout the study per-

iod. PFS mice were given the same amount of food as the

SG mice. SALF mice were given free access to food and

water. For body weight measurement, mice were weighted

individually daily at 6 a.m. from 1 week before surgery and

throughout the study period. All animals were humanely

killed 23 days after surgery. Each animal underwent nec-

ropsy immediately after death, and the epididymal (EAT),

brown (BAT), and inguinal adipose tissues (IAT) were

collected, weighed (in the case of EAT a sample was fur-

ther processed as indicated below), and snap frozen at

-80 "C. The liver and pancreas were also collected. A

sample was sent for histology, and the remaining tissue was

snap frozen at -80 "C.

Histopathological assessment of steatosis

Liver samples were fixed in 4 % neutral-buffered formal-

dehyde solution and embedded in paraffin for pathological

evaluation after hematoxylin and eosin staining. Results are

expressed as percentages and represent the mean number of

hepatocytes with macrovesicular steatosis. Histological

examination was performed in a blinded fashion by the

same pathologist.

Intraperitoneal glucose tolerance test (IGTT)

Mice were fasted for 8 h with free access to water. Con-

scious mice received an intraperitoneal injection of a glu-

cose solution (1 g/kg body weight; 250 mg/ml) and blood

glucose levels were determined before (baseline) and every

30 min for 180 min using a glucometer optium (Xceed;

Abbott).

Serum transaminases, fasting ghrelin

Serum fasting ghrelin concentrations were assessed using a

rat/mouse ghrelin (active) ELISA (Millipore Corporation)

according to the manufacturer’s protocol. Alanine amino-

transferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)

serum concentrations were measured with an Olympus

AU5400 (Olympus France) automatic analyzer.

Preparation of the stromal vascular fraction of adipose

tissue

White epididymal adipose tissue pads were removed and

the stromal vascular fraction was immediately purified as

previously described [11]. Briefly, adipose tissue pads were

cut into small pieces and rinsed in a buffer containing

120 mM NaCl, 4 mM KH2 PO4, 1 mM MgSO4, 750 lM

CaCl2, 10 mM NaHCO3 and 30 mM HEPES pH 7.4.

Explants were incubated at 37 "C for 30 min in 15 ml of

the above buffer supplemented with 1 % BSA, 280 mM

glucose and 15 mg of type 1 collagenase (Worthington

Biochemical Corporation). Adipocytes were then collected

by filtration and floatation. The stromal vascular fraction

was collected by centrifugation for 5 min at 750 g.

Antibodies and flow cytometric analysis

Hamster antibodies against mouse CD3 (clone 145-2C11)

and rat antibodies against mouse CD44 (clone IM7) and

FoxP3 (clone FJK-16s) were purchased from Becton–

Dickinson or eBioscience. For intracellular staining, the

FoxP3 staining buffer set (eBioscience) was used according

to the manufacturer’s instructions. Flow cytometry was

performed on a FACS-Canto and analyzed using FACS-

Diva version 6.0 software (BD-Bioscience).

RNA isolation and quantitative real-time PCR

Hypothalami were dissected and stored at -80 "C. Total

mRNA was isolated according the Chowynski method

using a Fast Prep apparatus (Q-Biogene). Two micrograms

of total RNA were denatured at 65 "C for 10 min and

incubated for 1 h at 42 "C in presence of 2.5 mM dNTP,

100 U Superscript II (Invitrogen) using 0.5 lg oligo(dT)

primer in a total volume of 20 ll, followed by inactivation

for 15 min at 70 "C. A negative control lacking RT was

also performed in each assay (NRT). Real time PCR was

performed from reverse transcribed cDNA samples for

relative amounts of mRNA levels for the genes of interest.

Quantitative real time PCR was performed in a Light

Cycler 480 apparatus (Roche Diagnostics) using

qPCRTMMastermix Plus for SYBR Green I reagent

(Eurogentec) as described by the manufacturer. Primers

were designed using Primer Express 1.5 software (Applied

Biosystems). mPOMC-F: AGTGCCAGGACCTCACCA;

mPOMC-R: CAGCGAGAGGTCGAGTTTG; mNPY-F:

CCGCTCTGCGACACTACAT; mNPY-R: TGTCTCAG

GGCTGGATCTCT; mAgRP-F: CCCAGAGTTCCCA

GGTCTAAGTCT; mAgRP-R: CACCTCCGCCAAAGCT

TCT. mGAPDH-F: GAACATCATCCCTGCATCC; mGA

PDH-R: CCAGTGAGCTTCCCGTTCA. Five microliters

of the RT or NRT mixture was added to 19 Sybr Green
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PCR buffer containing 5 mM MgCl2, dNTPs including

dUTP, uracyl-N glycosylase, SYBR Green I, and Hot

Goldstar DNA polymerase in a total volume of 25 ll. PCR

cycling was performed at 95 "C for 15 s and 60 "C for

1 min for a total of 40 cycles. Real-time PCR was per-

formed to amplify mouse POMC, NPY, AgRP, and GAP-

DH mRNA. For each assay, the PCR was performed in

duplicate to determine the relative quantities of target

genes and GAPDH amplicons.

Statistical analysis

The Kruskal–Wallis test was used for the comparison of

more than two study groups. If the Kruskal–Wallis test was

significant, then a Mann–Whitney U test was used for

comparison between groups for statistical significance. All

values are expressed as mean ± standard error of the mean

(SEM). Statistical analysis was performed by NCSS 2007

software. P\ 0.05 was considered to be significant.

Results

Body weight, food intake, ghrelin serum level,

and expression of melanocortin system neuropeptides

Five animals died immediately after surgery within 6 h.

The death was attributed to anesthesia because no anomaly

was found at necropsy.

No differences between the three groups of mice with

respect to body weight (SALF 48.4 ± 2.5 g vs. SG

46.7 ± 2.3 g vs. PFS 48.4 ± 4.9 g, P = 0.335) and daily

food intake (SALF 2.2 ± 0.12 g vs. SG 2.6 ± 0.1 g vs.

PFS 2.4 ± 0.15 g, P = 0.15) were observed before sur-

gery. SG mice showed a significant weight loss compared

to SALF mice, as expected (SG 36.9 ± 3.9 g vs. SALF

48.1 ± 4.2 g, P\ 0.05), but also compared to PFS mice

(SG 36.9 ± 3.9 g vs. PFS 41.3 ± 4.9 g, P\ 0.05)

(Fig. 1A, B). On average, SG mice consumed spontane-

ously significantly less chow per day for the first 2 weeks

than SALF mice and reached the control mice on the third

week (Fig. 1C, D). In agreement with this, both the gene

expression of the neuropeptide Y (NPY) and Agouti-rela-

ted peptide (AgRP) in the hypothalamus arcuate nucleus,

which increase feeding and decrease energy expenditure,

were not different in SG mice compared to control mice

(P = 0.799 and P = 0.799, respectively). Likewise, the

gene expression of the pro-opiomelanocortin (POMC)

gene, which decreases appetite and increases energy

expenditure, was not different among the three groups

(Fig. 1E) at the end of the experiment (P = 0.551).

However, the serum levels of fasting acyl ghrelin were

still significantly decreased 3 weeks after surgery in SG

mice compared to PFS mice (SG 101.5 ± 13.7 pg/ml vs.

PFS 298.1 ± 68.8 pg/ml, P\ 0.042). Taken together,

these data indicate that the loss of weight that follows SG

cannot be explained exclusively by the reduced caloric

intake of SG.

Glucose tolerance

We then evaluated the impact of SG on glucose tolerance.

Although the three groups of mice were intolerant to glucose

before surgery (Fig. 2A), SG mice and PFS mice showed

significantly better glucose tolerance on day 15 compared

with the baseline glucose time course as shown by the IGTT,

with lower 60-, 90-, and 120-min peak levels (Fig. 2A, B)

(P\ 0.05) and a lowermean area under the curve (AUC) (SG

5925 ± 1083.7 mg/dl [min] vs. PFS 11903.1 ± 818.8 mg/

dl [min] vs. SALF13140 ± 1668.3 mg/dl [min]; SGvs. PFS,

P\ 0.01; SG vs. SALF, P\ 0.01) (Fig. 2C). As expected,

glucose tolerance did not improve inSALFmice (meanAUC,

P = 0.895). SG mice showed a significantly lower mean

AUC after IGTT (P\ 0.01) and lower 60-, 90-, and 120-min

peak levels (P\ 0.05) compared to PFS mice (Fig. 2A–C),

indicating that food restriction was not sufficient to account

for the improvement in glucose tolerance observed in SG

mice.

Weight of the pancreas and body fat

Fat accumulation in the pancreas and expansion of adipose

tissue, inflammation play an important role in alterations to

glucose homeostasis. Interestingly, the mean pancreas/

body weight ratio was significantly lower in SG mice

compared to control groups (SG 0.27 ± 0.06 vs. PFS

0.44 ± 0.03, P = 0.0482; SG 0.27 ± 0.06 % vs. SALF

0.44 ± 0.02 %, P = 0.055) (Fig. 3A). Further, SG mice

showed significantly lower EAT and IAT/body weight

ratios compared with SALF (P = 0.0004 and P = 0.0001,

respectively), and PFS mice (P = 0.001 and P = 0.003,

respectively). In contrast, the BAT/body weight ratio was

increased in SG mice (1.3 %) compared to PFS (1 %) and

SALF mice (0.9 %). Although this difference was not

statistically significant for SG versus PFS mice (P = 0.39),

the SG mice had a significantly higher BAT/body weight

ratio compared SALF mice (P = 0.049) (Fig. 3B). As

adipose tissue inflammation, mainly as a result of T cell

infiltration, has been shown to play a pivotal role in

mechanisms leading to insulin resistance and liver steatosis

[12–14], we investigated the number of T cells responsible

for the regulation of the inflammatory response in EAT.

Although the CD3? T cells were equally represented in the

EAT of the three groups of mice, the number of activated T
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cells, as evaluated by the CD44/FOXP3 ratio, was

decreased, and the number of anti-inflammatory regulatory

T (Treg) cells, as evaluated by the intracytoplasmic

expression of FOXP3, was increased in the EAT of SG

mice compared to PFS and SALF mice (Fig. 3C). These

data indicate that SG mice not only had less EAT

Fig. 1 Effect of sleeve gastrectomy on body weight, food intake, and

the expression of melanocortin system neuropeptides. Evolution of

the body weight A, weight loss (percentage of body weight ratio at

baseline) B, daily food intake (mean weight (g)/mouse) C, and

average food intake (mean weight (g)/mouse/week) D were evaluated

in SG (10 animals), PFS (13 animals) and SALF (11 animals) mice.

E Expression of neuropeptide Y (NPY), Agouti-related peptide

(AgRP) and pro-opiomelanocortin (POMC), in the hypothalamus

arcuate nucleus in SG (10 mice), PFS (13 mice) and SALF mice (11

mice) at 23 days after the surgery. The gene expression of the peptide

was normalized to the mRNA levels of GAPDH. Results are

expressed relative to the expression level of the SALF group and

expressed as mean ± SEM. PFS pair-fed sham-operated, SALF

sham-operated ad libitum fed, SG sleeve gastrectomy. Mann–Whitney

U test *P\ 0.05 between SG and SALF mice, #P\ 0.05 between

PFS and SALF mice, §P\ 0.05 between SG and PFS
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quantitatively, but also that the T-cell balance was in favor

of a decreased inflammatory response.

Liver steatosis and serum transaminases

Because fat tissue plays an important role in the genesis of

insulin resistance and liver complications, we then evalu-

ated the effect of SG on liver complications. As an indi-

cator of liver damage, the variation in the transaminases

level versus baseline values were first evaluated. The ALT

and AST levels, as percentage of baseline values,

decreased more significantly in SG mice compared to

SALF mice (P = 0.002 and P = 0.0015, respectively) and

PFS mice (P = 0.046 and P = 0.019, respectively)

(Fig. 4A, B). Further, SG mice showed significantly less

steatosis compared with SALF (6.7 % ± 1.7 vs.

30.9 % ± 5.2, P = 0.001) and PFS mice (6.7 % ± 1.68

vs. 16.6 % ± 3.9, P = 0.04) (Fig. 4C–F). Although

reduced caloric intake was already associated with less

liver disease (PFS mice), SG was related to normalization

of the transaminases levels and a strong improvement in

hepatic steatosis.

Discussion

We demonstrated that the additional loss of weight, the

improvement in glucose tolerance, and the decrease in liver

steatosis observed after SG in HFD-induced obese mouse

cannot be explained exclusively by reduced caloric intake.

We found a loss of weight in the SG mice that remained

significant throughout the duration of the study even

though the mice were kept on a HFD after surgery. Inter-

estingly, SG mice showed a significant lower food intake

for the first 2 weeks after surgery, which became compa-

rable to SALF on the third week, indicating that SG mice

spontaneously increased their daily intake of food.

Although this might be explained by the spontaneous

dilation of the stomach, as observed sometime in humans,

we did not find any significant dilation of the gastric tube at

the time of the animal’s death (data not shown).

Fig. 2 Effects of sleeve gastrectomy on glucose tolerance. Intraperi-

toneal glucose tolerance test (IGTT) at baseline A and on day 15 after

surgery B. Mean area under the curve (AUC) of the glucose tolerance

test C in SG (10 animals), PFS (13 animals), and SALF (11 animals)

mice. PFS pair-fed sham-operated, SALF sham-operated ad libitum

fed, SG sleeve gastrectomy. Data are shown as mean ± SEM. Mann–

Whitney U test *P\ 0.05 between SG and SALF mice. #P\ 0.05

between PFS and SALF mice. §P\ 0.05 between SG and PFS
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Nevertheless, the initial decrease in dietary intake could be

explained by the restrictive effects of postoperative edema

and tissue inflammation at the gastric suture line in the SG

group, which usually decreases within a few days of sur-

gery. Stefater et al. also found temporary anorexia in the

obese rat after SG followed by a progressive increase in

food intake, which reached sham-treated ad libitum–fed

controls by day 16 while weight loss was persistent. The

authors reported that SG rats adapt their meal pattern,

eating smaller but more frequent meals [15]. In HFD-fed

obese mice, Yin et al. found a significant loss of weight

after SG, which was maintained at 8 weeks in spite of the

persistence of the HFD after surgery. Unfortunately, the

food intake and the sham-treated pair-fed group were not

evaluated [9]. Indeed, our data indicate that reduced caloric

intake accounted for a loss of weight of 15 % of the

baseline body weight (PFS), while the SG mice showed an

additional loss of 6 % of body weight, which could not be

explained by the reduced intake of food. Further, the reg-

ulation of the food intake by the central nervous system

A B

C

Fig. 3 Effects of sleeve gastrectomy on body fat composition and

characterization of CD3? T cells in epididymal adipose tissue. Ratio

of the weight of the pancreas to body weight A. Ratio of the weight of

the epididymal adipose tissue (EAT), inguinal adipose tissue (IAT),

and brown adipose tissue (BAT) to the body weight B. Weights were

evaluated at the time of death of SG (10 animals), PFS (13 animals),

and SALF (11 animals) mice. C Characterization of the CD3? T cells

in adipose tissue from SG, PFS, and SALF mice. Epididymal fat pads

were isolated, and the stromal vascular fraction (SVF) was stained for

CD3, CD44, or FOXP3. Cells were gated on the nongranular and

small-size populations (P1) and then on the CD3? population. (Top)

For the FOXP3 marker, cells were stained with an anti-FOXP3

antibody. (Bottom) SSC-A side-scatter area, SVF stromal vascular

fraction. PFS pair-fed sham-operated, SALF sham-operated ad libitum

fed, SG sleeve gastrectomy. Data are shown as mean ± SEM. Mann–

Whitney U test. *P\ 0.05 between SG and SALF mice. #
P\ 0.05

between PFS and SALF mice. §P\ 0.05 between SG and PFS
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was not modified 3 weeks after surgery. Some neurons in

the hypothalamic arcuate nucleus (ARC) coexpress NPY

and AgRP, which stimulate food intake and weight gain,

while another population of neurons express pro-opiomel-

anocortin (POMC), which promotes weight loss [16].

Evaluation of the gene expression of NPY, AgRP and

POMC in our mice displayed no significant difference

between SG and control mice (PFS and SALF). This

nonsignificant difference in levels may not have influenced

food intake, but the trend was for lower levels of NPY and

AgRP in the SG group, which may have an effect on

energy expenditure [17, 18]. Although we measured ARC

peptide expression on postoperative day 23, when the food

intake was similar between SG and control mice, Stefater

et al. found the same results in obese rats undergoing SG,

not only on postoperative day 122, but also immediately

after surgery (days 9 and 35), when animals were still

experiencing a transient anorexic state [15]. Thus, these

results could indicate that ARC peptides are not responsi-

ble for the maintenance of weight loss after SG.

Interestingly, Bueter et al. [19] provided evidence that

gastric bypass was associated with increased energy

expenditure in obese rats. As gastric bypass increases

postprandial plasma levels of PYY and GLP1 [20], the

authors speculated that this might be responsible for the

increased energy expenditure through interference with

central neuroendocrine signaling in the hypothalamic

arcuate nucleus [19]. Because the difference in body weight

in our study remained significant in spite of comparable

food intake, we investigated the development of BAT as a

potential mechanism responsible for the persistence of

weight loss. Although white adipose tissue is the main

storage site of excess energy, primarily in the form of tri-

glycerides, BAT can disperse energy as heat [21]. Inter-

estingly, we found that SG mice had a significant decrease

in white adipose tissue, including IAT and EAT, but that the

BAT/body weight ratio tended to increase, although this

difference was not statistically significant between SG

versus PFS mice. However, the BAT/EAT ratio progres-

sively increased with PFS and then SG compared to SALF

mice (SALF: 0.246 ± 0.025 vs. SPF: 0.339 ± 0.033 vs.

SG: 0.676 ± 0.157; SG vs. PFS, P = 0.025; SG vs. SALF,

P = 0.0018; PFS vs. SALF, P = 0.025). These data sug-

gest that a modification in the specific fat depot (brown vs.

Fig. 4 Effect of sleeve gastrectomy on the serum transaminases level

and on hepatic steatosis. Serum levels (percentage of baseline) of

alanine aminotransferase (ALT) A, aspartate aminotransferase (AST)

B (day 20 after surgery), and liver steatosis C (day 23 after surgery)

were evaluated in SG (10 animals), PFS (13 animals), and SALF (11

animals) mice. Typical pictures of hematoxylin and eosin–stained

liver sections from SG D, PFS E, and SALF F mice are shown. PFS

pair-fed sham-operated, SALF sham-operated ad libitum fed, SG

sleeve gastrectomy. A–C Data are shown as mean ± SEM. Mann–

Whitney U test. *P\ 0.05 between SG and SALF mice. #
P\ 0.05

between PFS and SALF mice. §P\ 0.05 between SG and PFS
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white adipose tissue) may participate in the persistence of

weight loss in SG mice in spite of the increased food intake.

Visceral white adipose tissue is responsible for the low-

grade inflammatory state of obese subjects through the

secretion of soluble mediators of inflammation [22]. There

is also evidence that soluble mediators of inflammation are

implicated in mechanisms leading to insulin resistance by

interfering with the disruption of insulin signaling through

serine phosphorylation of the insulin receptor substrate

[23–25]. Furthermore, it has been shown that T cells play a

pivotal role in regulating the inflammatory response in the

adipose tissue [12–14, 26]. We thus investigated the

number of T cells in the EAT, which is the equivalent of

human visceral adipose tissue in rodents. Although the

absolute number of CD3? T cells was not different for SG

and control mice, the former had an increased number of

FOXP3? T cells, which are implicated in anti-inflamma-

tory signals blocking adipose tissue inflammation, and a

decreased number of pro-inflammatory activated T cells, as

evaluated by the CD44/FOXP3 ratio. SG thus was associ-

ated with a T-cell balance in EAT that was indicative of a

decrease in the inflammatory response. This observation

was in accordance with our previous reports on the

decrease in adipose tissue and systemic inflammation

associated with gastric bypass in patients [11, 27–29].

Thus, the reduced amount of EAT coupled with a reduced

inflammatory response, and the potential concomitant

reduction in the levels of circulating cytokines observed in

SG mice are consistent with a casual role in SG-induced

improvement of glucose tolerance.

Insulin resistance is the common denominator of the

metabolic disturbances associated with obesity, which

include the accumulation of triglycerides in the liver that

leads to hepatic steatosis. Indeed, the improvement in

glucose tolerance we observed in SG mice compared to

control mice was associated with a decrease in liver stea-

tosis in SG mice, which was superior to that observed in the

control groups (PFS mice). As expected, the decrease in

liver steatosis was associated with a significant decrease in

the level of serum transaminases.

We also investigated the role of ghrelin, the potent

orexigenic hormone secreted primarily by the gastric

mucosa, which has been considered as a main actor

responsible for the effects of SG, not only on the balance in

energy expenditure but also on the metabolic disturbances

linked to obesity [30]. In our study, SG mice showed

reduced circulation levels of acyl ghrelin, the active form

of ghrelin, compared with control mice. Chambers et al.

[31] recently demonstrated in ghrelin-deficient mice that

the effect of SG on weight loss, food intake, and glucose

tolerance was independent of ghrelin signaling. However,

developmental compensations in ghrelin-deficient mice

may lead to underestimate the role of ghrelin reduction to

the effects of SG. Indeed, Longo et al. [30] showed that

chronic pharmacological blockade of the ghrelin receptor

was associated with a striking improvement in hepatic

insulin sensitivity, insulin secretion, decreased hepatic

steatosis, and better liver function. The reduced circulating

levels of ghrelin we found in SG mice may thus influence

the mechanisms responsible for the dramatic reduction in

liver steatosis that we observed in SG mice compared with

control mice.

There is evidence in the literature of the inhibitory effect

of fatty acids on insulin secretion in vitro and in vivo [32–

34] and the association between pancreatic fat content and

type two diabetes [35], with a sharp increase in both the

total pancreatic fat and islet triacylglycerol content before

the onset of spontaneous diabetes in rodents [36, 37].

Furthermore, Pinnick et al. [38] demonstrated that mice fed

a HFD for 15 weeks had a higher triacyglycerol content

compared to control mice fed a normal diet. As mice in the

present study were fed a HFD for 32 weeks before surgery,

we investigated the effect of SG on the pancreas/body

weight ratio and found that SG mice showed a ratio sig-

nificantly lower in spite of a greater weight loss compared

with both control groups. We speculate that a possible

decrease in pancreatic fat after SG may contribute to the

strong improvement in glucose tolerance observed in SG

mice that could not be explained exclusively by the

reduced caloric intake in our study.

We acknowledge that there are some limitations of the

present study. We did not investigate the energy expendi-

ture (body temperature, basal metabolic rate), locomotor

activity, gut function (lipid absorption, gut permeability,

endotoxinemia), and gut hormones (GLP-1, PYY, CCK),

which have important metabolic effects after SG and might

account for the difference in weight loss between SG and

PFS mice.

Others have previously demonstrated the effect of SG

and reduced caloric intake on glucose, lipid metabolism,

and blood pressure in rat model [39, 40]. We have also

evaluated the effect of the SG in a HFD mice model.

Indeed, mice were fed the same HFD before but also after

surgery, leading to the evaluation the role of SG even

without modification of the diet. We report a modification

in the specific fat depot (brown vs. white adipose tissue) in

response to SG that may participate in the persistence of

weight loss in SG mice in spite of the increased food

intake. Further, the beneficial effect of SG correlated with

less activated T cells and by more anti-inflammatory reg-

ulatory T cells in epididymal adipose tissue. Altogether,

these responses mediated by SG prevent the ectopic fat

accumulation in both liver and pancreas even in HFD. This

effect cannot be explained exclusively by reduced caloric

intake. In our study, SG proved more effective than simple

reduced caloric intake in reducing body weight, in restoring

600 Surg Endosc (2014) 28:592–602

123



glucose tolerance, and in decreasing liver steatosis in HFD-

induced obese mice. Modification of adipose tissue

development (brown vs. white adipose tissue) and ectopic

fat (pancreatic steatosis) could also be involved. Thus, SG

is not a purely restrictive procedure but has several meta-

bolic effects such as decreased ghrelin levels and increased

insulin, PYY, and GLP-1 levels, unlike other purely

restrictive procedures as such gastric banding and vertical

banded gastroplasty [7].
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 « ER stress induces NLRP3 inflammasome activation and hepatocyte death » 1.1.2.

(Lebeaupin et al., 2015) 

L’incidence des maladies chroniques du foie augmente constamment, en liaison avec la 

pandémie d’obésité à laquelle le monde actuel fait face. Dans ce contexte, les causes et les 

mécanismes des dommages hépatiques médiés par l’inflammation dans les stéatoses 

hépatiques non-alcooliques sont peu connus. 

Le but de cette étude était d’étudier le lien potentiel entre stress du RE, l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 et la signalisation de mort cellulaire des hépatocytes dans l’étiologie 

des maladies hépatiques chroniques. 

La stéatose est une pathologie courante chez les patients obèses et 25% de ceux-ci 

développent une forme plus sévère de maladie hépatique, la stéatohépatite, un facteur de 

risque dans le développement d’un hépatocarcinome. Or, en cas de stéatohépatite, les niveaux 

circulants de LPS sont élevés. L’hypothèse de travail ici est que l’inflammation induite 

notamment par le LPS pourrait induire un stress du RE, et induire l’activation de 

l’inflammasome3 et la mort des hépatocytes associés à la progression d’une stéatohépatite. 

Pour cela, des souris obèses génétiquement (souris ob/ob) ont reçu l’injection de LPS ou de 

tunicamycine (un inducteur de stress du RE) dans le foie et différents paramètres ont été 

étudiés. L’administration de LPS ou de tunicamycine induit en effet chez ces souris l’activation 

de l’inflammasome NLRP3, initiant alors la mort des hépatocytes par pyroptose 4  et par 

apoptose. L’utilisation d’un bloqueur du stress du RE, le TUDCA (« tauroursodeoxycholic 

acid »), bloque les effets du challenge hépatique au LPS. Au cours des cette étude, un rôle 

central pour CHOP (« C/EPB homologous protein »), une protéine régulant la libération de Ca2+ 

depuis le RE durant un stress du RE et qui amplifie ainsi la réponse de l’inflammasome NLRP3, 

a été identifié dans l’induction de la mort des hépatocytes. Par ailleurs, l’analyse de biopsies de 

foies humains atteints de stéatohépatites a montré une corrélation entre l’activation et la 

surexpression de marqueurs du stress du RE et de l’inflammasome avec les lésions hépatiques. 

Ainsi, cette étude démontre que le stress du RE induit l’activation de l’inflammasome NLRP3 

dans le foie qui médie la mort pyroptotique des hépatocytes, contribuant alors comme un 

mécanisme nouveau dans les lésions hépatiques médiées par l’inflammation dans les maladies 

chroniques du foie. 

                                                
3
 Inflammasome : il s’agit d’un grand complexe multiprotéique intracellulaire jouant un rôle central dans l’immunité innée. Il en 

existe de plusieurs sortes selon les protéines qui le composent (ex. l’inflammasome NLRP3). De manière générale, les 

inflammasomes détectent et répondent à un large panel de PAMP (« pathogen-associated molecular patterns ») et DAMP 

(« damage-associated molecular patterns »). 
4
 Pyroptose : forme de mort cellulaire dépendante de l’activité des caspases 1 et/ou 11, qui est associée à la production de 

facteurs pyrogéniques tels que l’IL-1β et l’IL-18 
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ER stress induces NLRP3 inflammasome activation
and hepatocyte death

C Lebeaupin1,2, E Proics1,2, CHD de Bieville1,2, D Rousseau1,2, S Bonnafous1,2,3, S Patouraux1,2,4, G Adam1,2, VJ Lavallard1,2, C Rovere5,

O Le Thuc5, MC Saint-Paul1,2,3, R Anty1,2,3, AS Schneck1,2,3, A Iannelli1,2,3, J Gugenheim1,2,3, A Tran1,2,3, P Gual1,2 and B Bailly-Maitre*,1,2

The incidence of chronic liver disease is constantly increasing, owing to the obesity epidemic. However, the causes and

mechanisms of inflammation-mediated liver damage remain poorly understood. Endoplasmic reticulum (ER) stress is an initiator

of cell death and inflammatory mechanisms. Although obesity induces ER stress, the interplay between hepatic ER stress, NLRP3

inflammasome activation and hepatocyte death signaling has not yet been explored during the etiology of chronic liver diseases.

Steatosis is a common disorder affecting obese patients; moreover, 25% of these patients develop steatohepatitis with an inherent

risk for progression to hepatocarcinoma. Increased plasma LPS levels have been detected in the serum of patients with

steatohepatitis. We hypothesized that, as a consequence of increased plasma LPS, ER stress could be induced and lead to NLRP3

inflammasome activation and hepatocyte death associated with steatohepatitis progression. In livers from obese mice,

administration of LPS or tunicamycin results in IRE1α and PERK activation, leading to the overexpression of CHOP. This, in turn,

activates the NLRP3 inflammasome, subsequently initiating hepatocyte pyroptosis (caspase-1, -11, interleukin-1β secretion) and

apoptosis (caspase-3, BH3-only proteins). In contrast, the LPS challenge is blocked by the ER stress inhibitor TUDCA, resulting in:

CHOP downregulation, reduced caspase-1, caspase-11, caspase-3 activities, lowered interleukin-1β secretion and rescue from cell

death. The central role of CHOP in mediating the activation of proinflammatory caspases and cell death was characterized by

performing knockdown experiments in primary mouse hepatocytes. Finally, the analysis of human steatohepatitis liver biopsies

showed a correlation between the upregulation of inflammasome and ER stress markers, as well as liver injury. We demonstrate

here that ER stress leads to hepatic NLRP3 inflammasome pyroptotic death, thus contributing as a novel mechanism of

inflammation-mediated liver injury in chronic liver diseases. Inhibition of ER-dependent inflammasome activation and cell death

pathways may represent a potential therapeutic approach in chronic liver diseases.

Cell Death and Disease (2015) 6, e1879; doi:10.1038/cddis.2015.248; published online 10 September 2015

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) has become the

most common form of chronic liver disease, currently affecting

20–30% of the general population and 75–100% of obese

individuals.1 The spectrum of NAFLD is wide ranging: from

hepatic steatosis to nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and

hepatocellular carcinoma. Hepatic steatosis is characterized

by triglyceride accumulation in hepatocytes and follows a

benign non-progressive clinical course. Nonalcoholic steato-

hepatitis (NASH), a progressive form, is defined as a

combination of lipid accumulation, hepatocyte death, inflam-

mation and fibrosis. As the probability of developing advanced

fibrosis and hepatocellular carcinoma2 is significantly greater

in patients with steatohepatitis than in those with simple

steatosis, it is important to elucidate the mechanism under-

lying the progression from steatosis to steatohepatitis.

The endoplasmic reticulum (ER) stress response has been

linked to obesity, type 2 diabetes and liver cancer.3,4 Under

stress conditions, the ER initiates the unfolded protein

response (UPR) to restore homeostasis. The UPR involves

three transmembrane sensors: inositol-requiring enzyme

1 (IRE1α), PKR-like ER kinase (PERK) and activating

transcription factor (ATF6).5 Each pathway culminates in the

transcriptional regulation of gene expression, which first seeks

to reestablish ER homeostasis. Failure of the UPR to decrease

ER stress leads to apoptosis, notably via CHOP, a pro-

apoptotic transcription factor whose expression is highly

induced by ER stress.6

Increased activation of the ER stress response has been

reported in obese mice and humans.3,4,7,8 Obesity results in

liver ER stress, which promotes insulin resistance and

hepatosteatosis through the IRE1α branch.3 Moreover, PERK
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and IRE1α can regulate lipid stores in the liver, enforcing the

hepatic metabolic disorders associated with obesity.9,10 It is

well established that apoptosis and inflammation are

increased in patients with NASH, correlating with histological

severity. Because the ER stress response is a critical mediator

of inflammation, apoptosis and insulin resistance, it could have

a central role in the progression from steatosis to NASH.

However, the evidence for activation of hepatic ER stress in

patientswith NASH needs to be clarified. Gonzalez-Rodriguez

et al.11 observed that NASH patients displayed more elevated

ER stress markers, namely CHOPand GRP78, reinforcing the

notion that enhanced ER stress within liver cells may be

relevant in the progression from steatosis to NASH.12–14

In addition, while studies indicated a contribution of NF-κB in

the inflammatory responses triggered as a consequence of

hepatic ER stress associated with NASH,15 the potential

interplay between ER stress and inflammasome engagement

has yet to be explored in NASH progression. The NLRP3

inflammasome is a multi-protein complex which instigates the

inflammatory response and contributes to insulin resistance.

The NLRP3 inflammasome senses obesity-associated dan-

ger signals, namely endotoxin (LPS),16 hyperglycemia and

free fatty acids (FFAs), and mediates caspase-1-dependent

maturation of the proinflammatory cytokines interleukin-1β

(IL-1β) and IL-18.17 Importantly, increased plasma LPS levels

have been detected in mice models of NAFLD18 and in

humans with NASH.19–21 Studies have suggested that the

NLRP3 inflammasome may have a deleterious role in

steatosis and NASH pathogenesis. Indeed, a deficiency in

caspase-1, Nlrp3 or ASC in mice results in protection from

high-fat diet (HFD)-induced steatosis and insulin

resistance.16,22,23 Similarly, a deficiency in IL-1β, IL-1 Recep-

tor or TLR4 24 protects mice from methionine- and choline-

deficient (MCD) diet-induced steatohepatitis. Moreover, the

NLRP3 inflammasome also triggers pyroptosis, a form of

programmed cell death. Pyroptosis is defined as a caspase-1

or caspase-11-dependent cell death subroutine that is

associated with the generation of pyrogenic mediators such

as IL-1β and IL-18.25,26 Therefore, the NLRP3 inflammasome

could be a major cause of cell death and inflammation in

NASH progression.

A ‘two hit’ mechanism has been proposed to drive NASH

pathogenesis.27 The first hit is associated with steatosis and

sensitizes the liver to additional proinflammatory insults

(second hit), such as LPS, which aggravate liver injury and

contribute to the development of NASH.28,29We hypothesized

that, as a consequence of increased plasma LPS, ER stress

could be induced and lead to NLRP3 inflammasome activation

and hepatocyte death associated with NASH. To address this

issue, we explored in vivo whether the administration of LPS

could trigger exaggerated hepatic ER stress signaling, and

compared the response with that of tunicamycin, a chemical

ER stress inducer, in steatotic livers from genetically obese

(ob/ob) mice. We analyzed the potential benefit of TUDCA, an

ER stress inhibitor, in the prevention and treatment of hepatic

inflammation and death caused by an LPS challenge. We

found that PERK and IRE1α pathways cooperate to activate

CHOP, and that this appears to be a critical link between

inflammasome activation and hepatocyte death in NASH.

Importantly, the upregulation of transcripts of ER stress

correlated with inflammasome priming and liver injury in

NASH patients, which highlights their relevance in disease

progression.

Results

TUDCA protects the liver from LPS-induced injury,

apoptosis and inflammasome priming. In genetically

obese mice (ob/ob) with severe steatosis and challenged

with LPS, we investigated the in vivo effects of TUDCA

treatment. Liver histological analysis revealed severe inflam-

mation with many inflammatory foci and areas of cell death in

LPS-injected mice compared with PBS-injected mice

(Figure 1a). Five days of TUDCA treatment dramatically

reduced the number of steatohepatitis foci (presence of

inflammatory foci and ballooned hepatocytes) induced by

LPS (Figure 1a). TUDCA treatment also resulted in partial

resolution of hepatic steatosis (Figure 1a and Supplementary

Figure S1A). As expected, inflammatory foci were absent in

PBS- and TUDCA-injected mice (Supplementary Figure S1A).

Consistent with these observations, serum levels of aspartate

(AST) and alanine (ALT) aminotransferases were significantly

lower in [TUDCA+LPS]-treated ob/ob mice compared with

LPS-treated mice (Figure 1b). TUDCA-treated mice also

displayed a reduction in AST and ALT levels compared with

those receiving PBS. Thus, in ob/ob mice, LPS challenge

induced NASH-like pathological features: ballooned hepato-

cytes, liver damage and inflammation. TUDCA treatment

prevented these effects. After LPS injection, liver sections of

TUDCA-treated mice also contained less TUNEL-positive

hepatocytes compared with untreated animals. TUNEL

staining showed that both apoptosis (nuclear fragmentation,

Figure 1c) and necrosis (diffuse cytoplasmic staining,

Supplementary Figure S1A) were significantly reduced after

TUDCA treatment. Furthermore, the levels of active caspase-

3 and substrate CAD were markedly reduced in [TUDCA

+LPS]-treated mice in comparison with LPS-treated ones

(Figure 1c). In accordance with inflammatory cell infiltration,

the hepatic levels of TNFα, IL-1β, IFNγ and iNOS messenger

mRNA were significantly increased in LPS-injected mice

(Figure 1d). TUDCA treatment decreased the hepatic levels

of these markers upon LPS challenge. Notably, IL-1β is

matured by proinflammatory caspases (caspase-1 and

caspase-11).17 Interestingly, the analysis of mRNA levels

showed that caspase-1 and caspase-11 were significantly

decreased in the livers of [TUDCA+LPS]-treated mice in

comparison with LPS-treated ones (Figure 1d). We con-

cluded that TUDCA treatment suppresses hepatocyte bal-

looning, apoptosis and inflammasome priming upon LPS

challenge in ob/ob mice.

TUDCA provides protection against LPS-induced ER

stress and inflammasome pyroptotic death. As TUDCA

treatment prevented LPS-induced upregulation of IL-1β,

caspase-1 and caspase-11 gene expression (Figure 1d)

and TUNEL positivity (Figure 1c), we hypothesized that LPS

could induce hepatic ER stress pyroptosis. As in apoptotic

cell death, cells undergoing pyroptosis incur DNA damage

and become positive in the terminal deoxynucleotidyl
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transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) assay. Also,

Figure 2a shows that LPS-treated ob/ob mice exhibited

marked increases in both active caspase-11 and -1, whereas

TUDCA strongly prevented activation. As reported,16 hepatic

steatosis was already associated with increased levels of

both active inflammatory caspases in the liver. We observed

that NLRP3 expression was induced upon LPS stimulation at

the protein and mRNA levels, whereas it was decreased with

TUDCA, as shown in Figures 2a and b, respectively.

Accordingly, hepatic activation of another specific inflamma-

some substrate, IL-18, was reduced at the mRNA level

(Figure 2b). Importantly, in agreement with increased

caspase-11 and -1 activation, the serum levels of systemic

mature IL-1β rose after LPS injury, whereas TUDCA

treatment completely abolished IL-1β secretion in these mice

(Figure 2c). TUDCA treatment also decreased the circulating

levels of global inflammatory markers such as TNFα, IFNγ

(Figure 2c), MCP-1 and IL-6 (Supplementary Figure S1B) in

response to LPS. It should be acknowledged that the

circulating inflammatory markers could be derived from

adipose tissue in addition to the liver and contribute to

inflammatory responses.

Together, these data reveal that upon LPS treatment, ER-

dependent NLRP3 inflammasome and hepatocyte death

pathways were induced in the livers of ob/ob mice, whereas

TUDCA blocked both pathways. We next decided to
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administer the TUDCA treatment with LPS for the duration of

the 6-h treatment. Importantly, we observed that a unique dose

of TUDCAwas still capable of protecting the liver against LPS-

induced steatohepatitis foci formation and necrosis

(Supplementary Figure S2A), liver injury (Supplementary

Figure S2B) and apoptosis (Supplementary Figure S2C)

independently of the grade of steatosis (Supplementary

Figure S2A). TUDCA 6-h co-treatment decreased the activa-

tion of inflammatory caspases in the liver at the protein and

mRNA levels (Supplementary Figure S3A, top and bottom,

respectively). The increase in circulating levels of IL-1β, TNFα

and IFNγ in response to LPS was also limited by TUDCA

(Supplementary Figure S3B). Thus, the hepatoprotective and

anti-inflammatory properties of TUDCA against LPS are

independent of its ability to improve steatosis.

TUDCA reduces LPS-induced hepatic IRE1α and PERK

activation. During ER stress, IRE1α initiates an unconven-

tional splicing of the mRNA encoding an isoform of the XBP-1

protein (sXBP-1).5 PERK phosphorylates eIF2α, which

results in the translational induction of ATF4. ATF6 is

cleaved and its cytosolic domain translocates to the nucleus.

We examined the hepatic status of sXBP-1, phospho-eIF2α,

ATF4 and total ATF6 in ob/ob mice. The levels of the sXBP-1

protein (Figure 3a) and target gene DnaJ9 (Supplementary

Figure S4a) increased significantly in LPS-treated mice,

whereas they were barely detected in [TUDCA+LPS]-treated

mice. In addition, the hepatic levels of phosphorylated eIF2α

and ATF4 protein expression were slightly enhanced with

LPS, while TUDCA pretreatment protected from LPS-induced

eIF2α activation (Figure 3a). Interestingly, 5 days of TUDCA

treatment reduced the basal state of phosphorylation of

eIF2α. In contrast, total ATF6 expression remained

unchanged irrespective of LPS stimulation (Figure 3a). The

GRP78 protein was markedly increased in the livers of

TUDCA-treated ob/ob mice, whereas the CHOP protein was

barely detectable. TUDCA further increased the [GRP78/

CHOP] ratio, thereby promoting potential protection against

LPS stimulation (Figure 3b). Importantly, we found similar

results on an mRNA level when TUDCA and LPS were

administrated together for the duration of the 6- h treatment

(Supplementary Figure S3C).

As reported,3 the basal levels of phospho-JNK were already

elevated in the steatotic liver as a consequence of IRE1α
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activation compared with lean control livers (Supplementary

Figures S5A–C). Upon LPS challenge, the levels of phospho-

JNK rose further, whereas TUDCA treatment prevented

exaggerated JNK activation (Figure 3b). CHOP mediates its

pro-apoptotic effects by positively regulating pro-apoptotic

Puma and Bax proteins, while negatively regulating the

anti-apoptotic Bcl-2 protein.5 Importantly, LPS stimulation

increased Puma and Bax protein expression (Figures 3c

and d). TUDCA blocked this upregulation and slightly

increased the levels of Bcl-XL and Bcl-2 proteins. Thus,

TUDCA treatment inhibited the increase in Bax and Puma

protein levels, thereby promoting a protective Bcl-XL- and Bcl-

2-dependent mechanism against LPS-induced liver injury.

These data revealed that in livers from obese mice,

administration of LPS results in the activation of IRE1α and

PERK, as well as CHOP overexpression. This, in turn,

activates the NLRP3 inflammasome, initiating hepatocyte

apoptosis and, more specifically, pyroptosis. In contrast, the

LPS challenge is blocked by the ER stress inhibitor TUDCA.

In light of the data, we addressed whether feeding mice with a

methionine- and choline-deficient (MCD) diet, a nutritional

model of steatohepatitis, would induce a similar phenotype.

As expected, the MCD-fed mice developed a typical feature of

NASH: increased liver injury (Supplementary Figure S6A). All

these parameters correlated with an increased hepatic

priming of the NLRP3 inflammasome and ER stress markers,

specifically CHOP, in the MCD-fed mice (Supplementary

Figures S6B and C).

Tunicamycin treatment leads to hepatic apoptosis,

exacerbated NLRP3 inflammasome activation and over-

whelmed IRE1α and PERK activities. We questioned

whether ER stress activation with tunicamycin (TUNI), a

specific ER stress inducer, would lead to increased liver

injury and NLRP3 inflammasome activation in the livers of

obese mice. As shown in Figure 4a, the serum levels of AST

were significantly increased in TUNI-injected mice compared

with control animals, indicative of additional hepatocyte

death, and we observed a strong increase in the number of

steatohepatitis foci. Furthermore, these mice present a

marked increase in TUNEL-positive hepatocytes, activated

hepatic caspase-3, Puma α and active Bax in response to

TUNI (Figure 4b). These results clearly indicate that ER
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stress by TUNI led to liver injury associated with hepatocyte

apoptosis in ob/ob mice.

Regarding inflammasome activation, we found that TUNI

exacerbated hepatic caspase-11, caspase-1 and production

of IL-1β compared with control mice (Figure 4c). Importantly, in

agreement with increased caspase-11 and -1 activation, the

serum levels of systemic mature IL-1β increased after TUNI

injection (Figure 4d). TUNI treatment also increased the

circulating levels of the proinflammatory cytokines IL-6 and

MCP-1 (Figure 4d). The mRNA level of Nlrp3 was also

specifically increased with TUNI (Supplementary Figure S4B).

Hence, the induction of ER stress by TUNI administration not

only triggered apoptosis, but also led to an increase in

hepatocyte pyroptosis in ob/ob mice.

We thus analyzed the activity of UPR effectors in response

to TUNI. The level of sXBP-1, a target of IRE1α, was

significantly increased after TUNI treatment (Figure 4e).

Consequently, the mRNA levels of sXBP-1 and the target

gene DnaJ9 (Supplementary Figure S4B) were increased in

response to TUNI. Simultaneously, levels of hepatic phospho-

PERK increased in TUNI-challenged mice compared with

control mice. Accordingly, we detected a marked increase in
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(d) Plasma levels of the cytokines IL-1β, IL-6 and MCP-1 are represented (n= 5). (e) The expression of ER stress proteins was compared in TUNI- and PBS-injected
mice (n= 5). Data are expressed as mean± standard error of the mean. Statistical significance from controls is denoted by *Pr0.05, **Pr0.01
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the protein (Figure 4e) and mRNA levels (Supplementary

Figure S4B) of ATF4. Finally, a strong upregulation in CHOP

protein expression, a downstream target of sXBP-1 and

ATF4,5 was detected after TUNI challenge, alongside an

increase in phospho-JNK expression (Figure 4e). Accordingly,

TUNI increased the [CHOP/GRP78] ratio at the protein

(Figure 4e) and the mRNA levels (Supplementary Figure

S4B), thus favoring programmed hepatocyte death.

CHOP mediates ER-stress-induced pyroptosis and apop-

tosis in mouse primary hepatocytes. We evaluated cell

viability, pyroptosis and apoptosis in primary mouse hepato-

cytes treated with LPS or TUNI, or co-treated with TUNI and

LPS [TUNI+LPS], in the absence or presence of the ER

stress inhibitor TUDCA. Although LPS and TUDCA alone did

not alter hepatocyte viability (MTT test, Figure 5a) or positivity

for TUNEL staining (Figure 5b), primary hepatocytes dis-

played enhanced sensitivity to co-treatment with TUNI+LPS,

compared with TUNI alone, with a marked decrease in

viability and a higher percentage of TUNEL-positive hepato-

cytes (Figures 5a and b). Furthermore, hepatocyte death

induced by TUNI+LPS was partially suppressed by TUDCA.

We also confirmed these results in AML12 hepatocytes

(Supplementary Figure S7). We also tested whether Z-YVAD-

fmk, a caspase-1 and caspase-11 inhibitor, could block the

hepatocyte death induced by TUNI+LPS. The cell death

caused by TUNI+LPS was indeed attenuated by Z-YVAD-fmk

(Supplementary Figure S7). These results suggest that loss

of viability was dependent on proinflammatory caspase-1 and

caspase-11 activities. We next monitored the protein levels of

proinflammatory caspases, IL-1β and CHOP by immunoblot-

ting. Expression of the CHOP protein was enhanced in TUNI-

treated hepatocytes, whereas it was barely detectable in

controls (Figure 5c). Strikingly, CHOP protein expression was

further increased in hepatocytes treated with TUNI+LPS.

Importantly, this pattern of CHOP activation mirrored the

increase in the active forms of caspase-11, caspase-1 and

IL-1β. These effects were strongly inhibited by TUDCA

(Figure 5c). We hypothesized that CHOP could induce the

activation of inflammatory caspases, but not apoptotic

caspase-3. We then performed similar experiments in

primary hepatocytes by knocking-down Chop using siRNA.

As shown in Figure 5d, the knockdown of endogenous Chop

strongly prevented the accumulation of active caspase-11,

caspase-1 and their substrate IL-1β in response to TUNI or

TUNI+LPS, but not active caspase-3 (data not shown). This

result indicated that TUNI and LPS act synergistically to

induce CHOP-dependent inflammasome pyroptotic death.

NASH patients show increased hepatic ER stress,

inflammasome priming and liver injury. In line with our

results, we hypothesized that progression from steatosis to

NASH could be associated with enhanced hepatic ER stress

and inflammasome activation in obese patients. This was
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tested by evaluating the expression of ER stress markers

(Chop and Grp78) and inflammasome priming (caspase-4,

which shares 60% homology with murine caspase-11),

caspase-1 and IL-1β in 30 obese subjects (Supplementary

Table 1). The analysis of the mRNA levels showed a

significant increase in both the deleterious [Chop/Grp78]

ratio (54-fold increase), and inflammasome components

(caspase-4, caspase-1 and IL-1β) in NASH patients (n=9)

compared with patients without NAFLD (n=6) and with

steatosis (n=15, Figure 6a). These markers of ER stress and

the inflammasome also correlated with the NAFLD Activity

Score and liver injury, as evaluated by transaminase levels

(Supplementary Table 2). In addition, we also found a positive

correlation between the ER stress and level of inflammasome

transcripts (Supplementary Table 2). The [Chop/Grp78] ratio

correlated with the levels of caspase-4 (Rs=0.414,

P=0.029, n=28), caspase-1 (Rs=0.421, P= 0.026, n= 28)

and IL-1β (Rs= 0.46, P=0.016, n=27) transcripts, which

also correlated with each other (Figure 6b). These results

indicate that ER stress and inflammasome platforms may

cooperate in the progression from steatosis to NASH.

Discussion

Steatosis is an extremely common disorder affecting nearly

30% of the US population, among which 25% develop NASH

with an inherent risk for progression to cirrhosis and

hepatocarcinoma. Although the function of the NLRP3

inflammasome in myeloid immune cells has been well

characterized, increasing evidence shows that the NLRP3

inflammasome activation also occurs in non-myeloid cells,

namely hepatocytes,30 in normal and pathogenic states.

Nevertheless, studies have not examined whether the ER

stress response stimulates hepatic NLRP3 inflammasome

activation and associated cell death in NASH. Our studies

suggest several potential mechanisms related to ER stress

and inflammasome activation that cooperate to induce NASH

development.

We first found that exaggerated ER stress obtained with

LPS or TUNI in the steatotic liver leads to a transient state of

NASH-like disease and the presence of hepatocyte pyroptotic

cell death. Remarkably, in livers from ob/ob mice, challenge

with LPS resulted in a degree of steatohepatitis that closely

resembled human NASH, and two of the main pathological

features, steatohepatitis foci and hepatocyte apoptosis, were

also rapidly induced by the administration of TUNI to ob/ob

mice. In addition, we demonstrated in these animal models

that the ER stress effectors PERK and IRE1α converge on

CHOP activation, thus increasing the activity of the NLRP3

inflammasome (caspase-11, caspase-1, IL-1β) and hepatic

apoptosis (TUNEL positivity, caspase-3, BH3-only proteins).

Second, a treatment with TUDCA dramatically reduces

NLRP3 inflammasome activation and improves the NASH-

pathological features in these models. Indeed, we have shown
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that TUDCA, administered as a protective 5-day pretreatment

or as a potential 6-h treatment in ob/ob LPS-injected mice,

exhibits anti-inflammatory and hepatoprotective properties.

Third, CHOP is a critical signaling node that links ER stress-

induced cell death and inflammasome activation in hepato-

cytes. The level of CHOP activation was robust after LPS and

TUNI co-treatment, which correlated with increased cell death

and activation of caspase-11 and caspase-1. Genetic silen-

cing of Chop strongly reduced the activation of caspase-11, -1

and IL-1β production, suggesting that Chop modulates

caspase-11 and caspase-1 activation at the transcriptional

level in hepatocytes. We also observed that TUDCA protected

hepatocytes from LPS- and TUNI-induced inflammasome

activation and cell death, thus phenocopying the effects

observed in mice with TUDCA treatment. Importantly, we

reported a significant increase in gene expression of Chop in

the livers of NASH patients, which correlated with priming of

the inflammasome markers caspase-1, caspase-4 and IL-1β.

These markers significantly correlated with liver injury

(transaminases) and inflammation (presence of inflammatory

foci and NAS score) suggesting that the cross-talk between

ER stress and inflammasome is an important mediator in the

pathophysiology of NASH.

Sustained inflammasome activation can trigger apoptosis

and pyroptosis, resulting in DNA damage with positivity for

TUNEL staining. We found an increase in TUNEL-positive

hepatocytes in both livers from LPS- and TUNI-injected mice,

which correlated with increased production of active caspase-1,

caspase-11, IL-1β and of caspase-3, PERK and IRE1α

activities. These results suggest that LPS and TUNI induce

ER-dependent pyroptosis and apoptosis in the livers of ob/ob

mice, whereas Z-YVAD-fmk and TUDCA blocked both

pathways.

Our current data demonstrate for the first time a connection

between ER stress activation and the presence of pyroptotic

cell death in hepatocytes with a hyperactivated NLRP3

inflammasome. Importantly, we confirmed our results in a

frequently used nutritional model of steatohepatitis by feeding

mice with the MCD diet.

The role of CHOP in NAFLD remains unclear, as evidence

demonstrated that MCD-diet-induced steatohepatitis was

reduced in Chop knockout mice and that inflammation was

exacerbated in macrophages from Chop-deficient mice13

arguing for a cell autonomous effect of the Chop deficiency.

Our results support a deleterious role of CHOP, driving both

ER stress-induced hepatocyte death through the activation of

BH3-only proteins31 and the NLRP3 inflammasome activation

in our experimental models. Herein, we demonstrated that

CHOP expression correlated with Puma and Bax induction.

These results are consistent with the concept that the

induction of Puma is necessary for ER stress-induced

apoptosis and can be linked to direct Bax activation, initiating

mitochondrial dysfunction as a downstream consequence of

ER stress.32 These results are in accordance with the high

hepatic expression levels of Puma and Bax found in patients

with NASH contributing to hepatocyte lipoapoptosis.33 Inter-

estingly under stress conditions, Bax and Bak can activate

IRE1α.34 They could act as retro-positive controls amplifying

ER stress apoptosis, inflammasome activation and down-

stream mitochondrial dysfunction in NASH models.

Transcriptionally, CHOP expression is regulated by ATF4,

sXBP-1 and cATF6.35 Therefore, the increase in CHOP

expression observed in the steatotic livers of mice treated

with LPS and TUNI could be a reflection of both PERK and

IRE1α/sXBP1 activation, as ATF6 remained unchanged. The

increase in phospho-JNK observed in these mice could also

reflect IRE1α/TRAF2/ASK1 activation.5 Interestingly, JNK is

speculated to promote CHOP activity through

phosphorylation,5,6 thereby potentially reinforcing the PERK

pathway and the IRE1α/sXBP-1-dependent pathway that

increases CHOP production, inflammasome activation and

hepatocyte death.

Such a connection between ER stress and inflammasome

pathways has been recently suggested through the

thioredoxin-interacting protein (TXNIP) which associates

PERK and IRE1α with the NLRP3 inflammasome, thus

activating β-cell death and contributing to diabetes.36,37 We

did not observe any variation of TXNIP protein expression in

our experimental conditions suggesting that TXNIP does not

seem to be a target of hepatic IRE1α and PERK, at least in our

models (Supplementary Figure S8). Hyperactivated IRE1α or

irremediable ER stress would also spontaneously generate

ROS.36We found that the level of ROS production was slightly

increased after LPS and TUNI co-treatment (Supplementary

Figure S8). As ROS enhance the activation of NLRP3

inflammasome, they may further amplify effects of the

IRE1α-PERK-CHOP axes to increase pyroptosis in our

experimental conditions. Future studies seeking to character-

ize the tight link between ER stress and NLRP3 pathways and

its contribution to liver inflammation and cell death are worth

considering.

As other inflammasome pathways have been described,38

our results support a model in which the severity of the

ER stress response could activate these pathways, in

hepatocytes and nonparenchymal cells, resulting in the

induction of proinflammatory signaling, hepatocyte pyroptotic

death and fibrosis in various liver pathologies, such as NASH,

ASH and HCC. For example, AIM2 could be an attractive

candidate as it senses damage-associated molecular pat-

terns, such as cytoplasmic and mitochondrial DNA, which are

increased in NASH patients.39 AIM2 could form an NLRP3-

independent inflammasome with Pycard and caspase-1,

contributing to the pathological features of these liver

diseases.

A therapeutic strategy that aims to target these common

processes might be effective; TUDCA could provide such

a strategy. In our animal models, it is possible that TUDCA

decreases the amount of inflammatory mediators produced

by activating inflammatory macrophages and the inflamma-

tory microenvironment. Studies have reported that TUDCA

decreases the amount of TNFα produced by inflammatory

macrophages in a model of HCC.40 TUDCA could

also decrease the expression of TLR4, the receptor of LPS.

In the liver, TLR4 is expressed in both hepatocytes

and immune cells such as macrophages. TLR4 specifically

activates IRE1α to increase cytokine production (IL-6

and TNFα) in macrophages.41 Such a mechanism could

also occur in hepatocytes contributing to amplify the

inflammatory responses provoked by an LPS challenge

ER stress links inflammation and hepatocyte death
C Lebeaupin et al

9

Cell Death and Disease



(Figure 7). Further studies are needed to fully answer this

question.

In summary, we have demonstrated that ER stress leads to

NLRP3 inflammasome activation, thus resulting in severe liver

inflammation and hepatocyte pyroptotic death, and contribut-

ing as a novel mechanism of ER-mediated liver damage

(Figure 7). In this way, blocking ER-dependent NLRP3

inflammasome and cell death pathways, with TUDCA

alone, or combined with other hepatoprotective and anti-

inflammatory interventions, may represent a valid therapeutic

strategy for the treatment of liver disorders.

Materials and Methods
Animal care, mouse model and treatments. All the animal procedures
were conducted in compliance with protocols approved by local ethical government

authorities. Male, ob/ob mice (C57BL/6J-ob/ob), at 6 weeks of age were purchased

from Janvier Laboratories (Saint-Berthevin, France). Experiments were started

2 weeks after the arrival of the mice in our animal facility. Four different treatment

protocols were administered: (1) TUDCA was injected intraperitoneally (250 μg/g

twice a day, total 500 μg/g/day) for 5 days. Control mice received the same volume

of vehicle (PBS). Mice were subjected to a single LPS injection (2 μg/g) 6 h before

being killed. (2) TUDCA and LPS were co-injected intraperitoneally at the above-

mentioned concentrations for the duration of the 6-h treatment. Other mice were

either injected with PBS, TUDCA or LPS 6 h before being killed, at the
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concentrations stated previously. (3) Mice were intraperitoneally injected with
tunicamycin (2 μg/g) or vehicle control (PBS) 6 h before being killed. All the mice
were fed a normal chow diet (A04, Safe Diet, Augy, France). (4) Wild-type C57BL/6
male mice (16–18 weeks of age), from Janvier were fed a methionine- and choline-
deficient diet (MCD, ref 960439) or control diet (ND) (ref 960440, MP BIO) for
2 weeks. Water was available ad libitum.

Biochemical analysis and cytokine measurement. Serum levels of
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) were
determined using a standardized UV test after activation with pyridoxal-phosphate
(Roche-Hitachi analyzer, ASTPM, ALTPM, Cobas, Meylan, France). The BD
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit was used to quantitatively
measure cytokines by flow cytometry as described previously.42

Histological evaluation. Liver tissue specimens were fixed in 10% buffered
formalin, embedded in paraffin, sectioned (5 μm thick), stained with hematoxylin–
eosin, and then analyzed blindly by a liver pathologist.

TUNEL assay. Liver tissue specimens were embedded in paraffin and
sectioned at 5 μm for processing by the TUNEL method using a commercial kit,
using DAB peroxidase substrate (Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France)
and counterstained with methyl green. Specimens were evaluated by microscopy at
high power magnification (×100) in a blinded manner. A total of 30 random fields
were counted for each TUNEL-stained tissue sample. TUNEL assays on primary
hepatocytes were performed following exactly the same procedure as we previously
described.43,44

In vitro assay for viability. Cell viability was determined by a colorimetric
assay based on the ability of viable cells to reduce 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) as described,45,46 generating a dark blue
formazan product. Dissolved MTTwas added to each well of the plate and the plate
was incubated at 37 °C for 1 h. The absorbance at 550 nm was measured using a
microplate spectrophotometer system (ELX800, Bio-TEK Instruments, Colmar,
France). Results are presented as a percentage of the control values.

Real-time quantitative PCR analysis. Total RNA was extracted from liver
tissue using an RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). The samples were
treated with Turbo DNA-free (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) or RNAse-
free DNAse kit (Qiagen) following the manufacturer’s protocols. The quality of the
isolated RNA was determined using the Agilent 2100 Bioanalyser with RNA 6000
Nano Kit (Agilent Technologies, Massy, France). Total RNA was reverse-transcribed
with the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Real-
time quantitative PCR was performed using the ABI PRISM 7500/Step-One Fast
Real Time PCR System following the manufacturer’s protocols in C3M genomics
facilities. The TaqMan gene expression assays were purchased from Applied
Biosystems (Supplementary Materials and Methods). Gene expression values were
normalized to the value of the housekeeping gene 36B4 (mice conditions) or RPLP0
(human conditions) and calculated on the basis of the comparative cycle threshold
Ct method (22DDCt) as we described previously.44,46

Immunoblot analysis. Total liver protein was isolated from snap-frozen
tissues, homogenized in detergent-containing buffer, normalized for the protein
content (50 μg per sample), and analyzed by SDS-PAGE (8–15% gels)
immunoblotting as previously described for ER stress studies42,46 and for
inflammasome studies.47 Equal loading was assured by Ponceau S staining.
Western blot analyses were performed using the primary antibodies described in
Supplementary Materials and Methods. Antibody detection was accomplished using
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Supplementary Materials
and Methods) and an enhanced chemiluminescence method (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Immunoblots were scanned, and the signals
were quantified using ImageJ software.

Cellular models and treatments. Hepatocytes from mouse liver were
isolated by a two-step collagenase procedure, as we previously described.46

Isolated cells were resuspended in Medium I (Williams' Medium E) supplemented
with 10% fetal bovine serum (PAA Laboratories, Villacoublay, France), 100 units/ml
penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine, 0.02 UI/ml insulin (Humulin,
Lilly, Fegersheim, France). Viability was evaluated by trypan blue exclusion (Sigma,
St. Louis, MO, USA). Hepatocytes were incubated for 4 h at 37 °C in a humidified

atmosphere with 5% CO2. For culture, Medium I was renewed with Medium II (a
fetal bovine serum-free Medium I, supplemented instead with 0.5% bovine serum
albumin). Hepatocytes were also pretreated with TUDCA (500 μg/ml) for 48 h or
with Z-YVAD-fmk (25 μM) for 1 h in Medium II. Following these incubation times,
tunicamycin (TUNI; 1 μg/ml), LPS (100 ng/ml) or [TUNI+LPS] was gently added to
the culture for 24 h in Medium II. AML12 hepatocytes (CRL-2254, ATCC) were
cultured in medium (DMEM, 4.5 g/l glucose, 100 units/ml penicillin, 100 μg/ml
streptomycin and 2 mM L-glutamine) supplemented with 10% fetal bovine serum
(PAA Laboratories), under 5% CO2 at 37 °C. The conditions for stimulation were
the same.

siRNA transfection. Primary hepatocytes were transfected with chop (ddit3)
siRNA (MSS273951, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) or control siRNA (Invitrogen,
Low) at 30 nM using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. After 48 h of transfection, the cells were then treated as
indicated above.

Human studies. Morbidly obese patients (n= 30) were recruited through the
Department of Digestive Surgery and Liver Transplantation (Nice Hospital) where
they underwent bariatric surgery for their morbid obesity. Bariatric surgery was
indicated for these patients in accordance with the French guidelines. Exclusion
criteria were: presence of a hepatitis B or hepatitis C infection, excessive alcohol
consumption (420 g/day) or another cause of chronic liver disease, as previously
described.48 The characteristics of the study groups are given in Supplementary
Table 1. Before surgery, fasting blood samples were obtained and used to measure
ALT and AST aminotransaminases; glucose and insulin resistance were calculated
using the homeostatic model assessment (HOMA-IR) index. Surgical liver biopsies
were obtained during surgery and no ischemic preconditioning had been performed.
Histopathological analysis was performed according to the scoring system of Kleiner
et al.49 Four histopathological features were semi-quantitatively evaluated: grade of
steatosis (0,o5%; 1, 5–30%; 2,430–60%; 3,460%), lobular inflammation (0, no
inflammatory foci; 1, o2 inflammatory foci per × 200 field; 2, 2–4 inflammatory foci
per × 200 field; 3, 44 inflammatory foci per × 200 field), hepatocellular ballooning
(0, none; 1, few ballooned cells; 2, many cells/prominent ballooning) and stage of
fibrosis (from none= 0, to cirrhosis= 4). All the subjects gave their informed written
consent to participate in this study in accordance with the French legislation
regarding Ethics and Human Research (Huriet–Serusclat law). The “Comité
Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale de Nice”
approved the study (07/04:2003, N°03.017).

Statistical analysis. Statistical significance of differential gene expression
between the two study groups was determined using the non-parametric Mann–
Whitney test with the ΔCt of each group. Correlations were analyzed using the
Spearman’s rank correlation test. Other data from mice and cells were statistically
analyzed by Student’s t-test or ANOVA and post hoc analysis for multiple group
comparison. Data are expressed as mean± S.E.M. Statistical significance from
controls is denoted by *P⩽ 0.05, **P⩽ 0.01, ***P⩽ 0.001. Following the same
pattern, # denotes statistical significance between specified groups.
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 Revue 1.2.

 « The complex contribution of chemokines to neuroinflammation: switching 1.2.1.

from beneficial to detrimental effects » (Le Thuc et al., 2015) 

Au cours de ma thèse, nous avons publié une revue, dont je suis le premier auteur, sur 

l’implication des chimiokines dans le cerveau, notamment en conditions de pathologies 

neuroinflammatoires (Le Thuc et al., 2015).  

Dans cette revue, nous évoquons le rôle des chimiokines dans le cerveau en conditions 

physiologiques, mais surtout, nous nous intéressons à la contribution complexe des 

chimiokines en cas de neuroinflammation. En effet, en fonction du contexte inflammatoire, 

notamment en terme de durée, une même chimiokine peut avoir au départ des effets 

inflammatoires bénéfiques, visant à protéger le cerveau de la cause de l’inflammation, et, en 

conditions inflammatoires chroniques, avoir des effets au contraire délétère, participant 

souvent au développement de pathologies. 

Dans ce contexte, nous nous sommes particulièrement intéressés aux rôles des 

chimiokines CX3CL1, CXCL12 et CCL2, dans deux pathologies neuroinflammatoires, l’une 

aiguë, l’accident vasculaire cérébral, et l’autre chronique, la maladie d’Alzheimer. 
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Inflammation is an innate mechanism that defends organisms against harmful stimuli. Inflammation leads to

the production and secretion of proinflammatory mediators that activate and recruit immune cells to damaged

tissues, including the brain, to resolve the cause of inflammation. In the central nervous system, inflammation is

referred to as neuroinflammation, which occurs in various pathological conditions of the brain. The primary role of

neuroinflammation is to protect the brain. However, prolonged and/or inappropriate inflammation can be harmful for

the brain, from individual cells to the whole tissue. This review focuses on a particular type of inflammatory mediator,

chemokines, and describes their complex effects both under physiological and pathophysiological conditions of the

brain. The clinical relevance of the multiple characters of chemokines is highlighted with respect to acute and chronic

inflammation of the brain, including their actions in stroke and Alzheimer’s disease, respectively.

Keywords: chemokines; neuroinflammation; central nervous system; neuromodulation; CNS disorders

Introduction

Inflammation is an innate mechanism that defends

organisms against harmful stimuli that can be either

nonaseptic (e.g., bacterial infection, viral inva-

sion) or aseptic (e.g., inflammatory response gen-

erated in response to tissue mechanical damage).

Immune challenges immediately trigger nonspecific

innate immune responses, which are mediated by

tissue resident leukocytes that induce the expres-

sion of cellular adhesion molecules by endothe-

lial cells to recruit circulating immune cells to the

damaged tissue. These immune cells are activated

and attracted by cytokines that are abundantly pro-

duced and concentrated near the damaged site.

Locally, monocytes differentiate to macrophages,

which produce an additional broad panel of inflam-

matory mediators (proinflammatory cytokines,

nitric oxide, prostaglandins) that boost cell activa-

tion and recruitment. If maintained and/or ampli-

fied, there is a risk that the local inflammatory

response could become systemic. In this context,

inflammation features also include fever, activa-

tion of the hypothalamo–pituitary–adrenal axis and

behavioral changes.

Even though the central nervous system (CNS;

the brain and spinal cord) was long considered as

immune privileged, inflammation may take place

within the CNS and is referred to as neuroinflam-

mation, the cause of which can be either central

or peripheral. Indeed, bidirectional communica-

tion exists between the immune system and the

CNS through neural, humoral, and cellular path-

ways. Neuroinflammation is mediated primarily by

microglia, as well as astrocytes, which can interact

with immune cells from the periphery. Peripheral

inflammation and neuroinflammation involve the

release of similar proinflammatory mediators, such

as cytokines, chemokines, and nitric oxide.

The first described neuroinflammatory media-

tors were cytokines (such as interleukin-1! (IL-1!),

tumor necrosis factor-" (TNF-") and, to a lesser

extent, IL-6), which have been primarily involved

in the effects of inflammation on brain function

doi: 10.1111/nyas.12855
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and disease. Yet, downstream actors may link these

cytokines to the functional and behavioral changes

induced by inflammation. Indeed, IL-1! and

TNF-", which are able to stimulate their own syn-

thesis, also induce the synthesis of other proin-

flammatory cytokines, such as IL-6 and chemokines

(chemotactic cytokines).

Among cytokines, chemokines are small heparin-

binding proteins (8–14 kDa), primarily known for

their role in the attraction of circulating leuko-

cytes to sites of inflammation or injury during

immune responses. In fact, they are endowed with

the capacity for chemoattraction and activation of

immune and nonimmune cells, both in vitro and

in vivo.

Chemokines and their receptors are suspected

to be major mediators of the neuroinflammation

effects, from the attraction of immune cells to

behavioral changes. Indeed, the chemokine system

(chemokine ligands and their cognate receptors)

participates in the immune response. In addition,

the chemokine system is constitutively and unevenly

expressed in the brain with respect to chemokine-

expressing cells and brain regions, similar to

the expression of various neurotransmitter and neu-

ropeptide systems.1,2 Furthermore, the chemokine

system has been found to interact with specific

neurotransmitter and neuropeptide systems,3,4 and

recent reports suggest that it is capable of direct neu-

romodulation; thus, the chemokine system may be

responsible for behavioral changes associated with

inflammation.5–7

In addition to mediating immune responses,

chemokines and their receptors are involved in phys-

iological processes that are important for ensur-

ing normal brain function by driving crosstalk

between neurons, glial cells, and peripheral immune

cells.4,8 This review highlights the complex role of

chemokines in physiological and pathophysiological

conditions in the brain. Also discussed are the mul-

tiple characters of chemokines in acute and chronic

inflammation, including in different stages of the

pathological process for the same disease, thus pro-

viding a time frame of opportunity for drugs target-

ing chemokine signaling.

Chemokine ligands and receptors:

structure and nomenclature

To date, over 50 chemokines have been found and

systemically classified into four families according

to their structure (number and spacing of cysteine

residues at the N-terminus).9 These families are

named CXC ("), CC (!), CX3C (#), and C ($).

Chemokines (except the C family) contain four cys-

teine residues, forming disulfide bonds that deter-

mine their three-dimensional shape.

Chemokines exert their biological effects

through cell-surface receptors belonging to the

superfamily of seven-transmembrane domain G

protein–coupled receptors (GPCRs). Chemokine

receptors are approximately 40 kDa in size. Most

chemokines bind to several distinct chemokine

receptors, and most chemokine receptors bind to

several chemokines.10 A chemokine ligand bind-

ing to its cognate receptor elicits distinct signal-

ing cascades that are specific for each chemokine

ligand/receptor pairing. Yet, atypical chemokine

receptors also exist: they do not transduce all of

the chemokine receptor signals that are responsi-

ble for chemotaxis and other cellular responses but

influence availability and function of chemokines.

Chemokine ligands and receptors are designated

by their family name followed by “L” or “R” symbol-

izing a ligand or a receptor, respectively, and finally

by a specific number (e.g., CX3CL1 and CX3CR1;

CCL2 and CCR2; or CXCL12, CXCR4, and CXCR7).

Besides the structural classification of

chemokines, other classifications have emerged

on the basis of their functional roles, from the

simplest classification describing a dichotomy

between the pro- and anti-inflammatory potential

of chemokines, to the most recent classification

distinguishing three functional groups that classify

inflammatory, homeostatic, or dual-function

chemokines. Inflammatory chemokines are essen-

tially upregulated during inflammation and are

primarily involved in leukocyte recruitment to

inflamed tissues. Homeostatic chemokines are

constitutively expressed in lymphoid and other

organs and mediate normal migration and homing

of various cells, including leukocytes. Finally,

dual-function chemokines cannot be assigned

to either of the previous categories without

ambiguity.11,12 Such functional classification may

be subject to constant evolution, as a function of

the progress in the field. For the sake of clarity, our

examples were primarily based on the structural

classification focusing on chemokines with four

cysteine residues from the CXC, CC, and CX3C

families.
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Chemokine production

microglia

neuron

astrocyte

chemokines
chemokine receptor

Chemokine-mediated

intercellular

communication

Figure 1. Chemokines mediate communication between cell types in the brain. In the brain, different cell types, such as neurons,

astrocytes, and microglia, produce chemokines and express chemokine receptors in both physiological and pathophysiological

contexts. Thus, chemokines can mediate neuron–astrocyte, neuron–microglia, microglia–astrocyte, microglia–microglia, astrocyte–

astrocyte, and neuron–neuron communication. These interconnections involve chemokines in physiological (such as the regulation

of hydric metabolism) and pathophysiological contexts.

Chemokines in the central nervous system

In the brain, glial cells (astrocytes, oligodendro-

cytes, and microglia), vascular endothelial cells,

and neurons constitutively express both chemokines

and their receptors. Consequently, besides its well-

documented role in the immune system, the

chemokine system may participate in important

physiological or pathophysiological processes in the

CNS, through paracrine or autocrine activity.13 This

hypothesis is supported by their specific distribution

in the brain and their interaction with various neu-

rotransmitter and neuropeptide systems (Fig. 1).3,4

In physiological conditions, chemokines and

other inflammatory mediators acting on microglia

and astrocytes contribute to physiological processes,

such as memory, learning, brain development,

and synapse formation (Fig. 2). The physio-

logical roles of chemokines engage mainly (1)

chemotaxis, involved in CNS development and

homeostatic migration, and homing and turnover

of various cells, including neural precursors in the

adult brain, and (2) neuromodulation (modulation

of the release of neuropeptides and neurotrans-

mitters with induction of presynaptic release of

glutamate, gamma-aminobutyric acid (GABA),

and/or postsynaptic increase of intracellular cal-

cium levels), as illustrated by the effect of CXCL12

on arginine vasopressin (AVP) neuron firing and

AVP release.7,10

From physiological to pathophysiological inflam-

matory contexts, the main change in chemokines

is their increased expression, which could account,
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Figure 2. Effects of chemokines in physiological conditions in the brain. Shown in the frame are processes in which chemokines

participate. In physiological conditions, neurons, astrocytes, and microglia are in close contact. When nonactivated or “resting”

microglia and astrocytes participate in the maintenance of tissue homeostasis and in the regulation of brain functions (synapse

remodeling, scanning brain parenchyma for pathogens and damage) that are supported by production and release of neurotrophic

factors and pro- and anti-inflammatory cytokines and chemokines. In physiological conditions, chemokines participate in the

maintenance of tissue homeostasis and the regulation of physiological processes in the adult CNS and also participate in brain

development.

at least in part, for the difference in the effects

of the same ligand/receptor pairs. Indeed, during

inflammation, chemokines are upregulated and

their most described feature is the chemoattraction

of immune cells from the periphery to the brain,

which in turn maintains inflammation through

chemokine secretion, among other processes. They

have also been involved in the activation of resident

microglia and astrocytes. Recruitment and activa-

tion of these various cell types induce the release of

inflammatory factors that can become deleterious

for neuronal survival and function. Yet, even if
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insufficient data are presently available to confirm

this finding, we cannot exclude the possibility that

chemokines could exert altered neuromodulatory

effects in inflammatory conditions.

This review focuses on the three most studied

chemokines in the adult CNS—CX3CL1, CCL2,

and CXCL12, and their receptors—because of their

actions in acute or chronic inflammatory contexts,

such as cerebral ischemia and Alzheimer’s disease

(AD), respectively.

CX3CL1 or fractalkine/neurotactin. CX3CL1

is the only member of the CX3C family and is

one of the only two transmembrane chemokines,

the second being CXCL16. CX3CL1 is composed

of 373 amino acids and contains particular

domains: a mucin-like stalk and a transmembrane

" helix. CX3CL1, reported to have membrane-

bound and soluble forms, is converted to a

soluble form after cleavage from the plasma

membrane by metalloproteinases of the ADAM

family (a desintegrin and metalloproteinase) or

by the cysteine protease cathepsin S.14 These two

forms may have distinct roles within the same

compartment and also different actions depending

on the type of tissue. The two forms of CX3CL1

bind to only one receptor, CX3CR1, with a similar

affinity. CX3CL1 is expressed by monocytes, T

cells, natural killer cells, smooth muscle cells,

and several CNS cell types.14–16 Indeed, CX3CL1

is constitutively expressed in the CNS, mostly

in neurons of the hippocampus and to a lesser

extent in astrocytes.17 Microglia do not express

CX3CL1, but Hatori et al. reported that microglial

cells, along with neurons, express its receptor,

CX3CR1.17 This suggests that neurons and astro-

cytes expressing CX3CL1 can communicate with

microglia and neurons expressing the receptor,

allowing CX3CL1/CX3CR1 contribution to normal

functional maturation of synapses in the cortex.18

CX3CL1/CX3CR1 signaling in the CNS could also

be involved in pathophysiological contexts.14

CCL2 or monocyte chemoattractant protein-1.

CCL2 is a member of the monocyte chemoattrac-

tant proteins (MCPs), a group of CC chemokines

that are known to recruit monocytes to dam-

aged tissues after trauma, infection, toxin expo-

sure, or ischemia.9 There are five MCPs known

to date (CCL2 (MCP-1), CCL8 (MCP-2), CCL7

(MCP-3), CCL13 (MCP-4), and CCL12 (MCP-5)),

which share 60–70% sequence homology and struc-

tural similarity.19 CCL2 was the first discovered

and is the best characterized. In humans, CCL2

is composed of 76 amino acids and its molecu-

lar weight is approximately 15 kDa. Many different

cell types, such as endothelial and smooth muscle

cells, fibroblasts, epithelial cells, monocytes, astro-

cytes, microglial cells, and neurons in distinct neu-

roanatomical regions, can produce CCL2.19 CCL2

exerts its effects through the receptor CCR2. Most

studies on the role of CCL2 in neurons have been

carried out in pathological contexts; therefore, very

little is known about CCL2 constitutive neuronal

expression.14,20–22

CXCL12 or stromal cell–derived factor 1. Six

human isoforms (", !, $ , #, ε, %) of CXCL12/

stromal cell–derived factor-1 (SDF-1) have been

characterized, whereas only three (", !, $) have

been described in the rat and mouse. These iso-

forms result from an alternative splicing of the

same mRNA precursor. SDF1-" is the most com-

mon and the smallest isoform (89 amino acids). All

splice variants encode functional proteins that can

bind to two different receptors, CXCR4 and CXCR7.

CXCL12 is a known chemoattractant for leucocytes

and neurons and is, along with its receptor CXCR4,

extensively and constitutively expressed in the devel-

oping and adult CNS. CXCL12 protein and mRNA

have been found to be expressed in acetylcholine-,

dopamine-, and AVP-containing neurons in distinct

regions of the rat brain.23 Interestingly, CXCL12

and its receptor CXCR4 are coexpressed in differ-

ent neuronal populations, such as hypothalamic

melanin-concentrating hormone (MCH) neurons,

AVP-containing neurons in the supraoptic nucleus,

and nociceptive primary sensory neurons.5,7,24

Chemokines in neuroinflammation: from

physiological to pathophysiological

responses

After injury, chemokines, like other inflammatory

mediators, normally contribute to a beneficial con-

trolled and adapted inflammatory response to end

the causative stimulus and allow recovery. However,

there is often poor recovery after a CNS insult,

suggesting a failure of tissue repair–like responses.25

Even though initially beneficial, an inflammatory

response that is prolonged or inadequate could

promote tissue damage beyond the originally
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Figure 3. Beneficial and detrimental effects of chemokines in inflammatory conditions in the brain. Shown in the frames are

processes in which chemokines participate. In inflammatory conditions, neuroinflammation can be dysfunctional, leading to neu-

rotoxicity or anti-inflammatory actions. The features of maladaptive neuroinflammation that can induce neuronal death are gliosis

(increased number and activation of glial cells), proinflammatory activation profile of microglia, disruption of the BBB (increased

permeability), immune cell invasion, glutamate-induced excitotoxicity, apoptosis, and overproduction of proinflammatory medi-

ators and neurotoxic factors (e.g., ROS). In these conditions, chemokines participate in BBB disruption, detrimental immune cell

recruitment, the increase in the release of proinflammatory cytokines and of neurotoxic factors and excitotoxicity. On the contrary,

anti-inflammatory actions during neuroinflammation include anti-inflammatory activation of microglia (with enhancement of

phagocytic capacity), neurogenesis, neovascularization, and increased release of anti-inflammatory cytokines and neurotrophic

factors. These processes participate in neuronal survival and damage limitation. Chemokines can favor enhancement of microglial

phagocytosis, neurogenesis, and neovascularization through the recruitment of immature cells from the circulation and release of

anti-inflammatory cytokines and neurotrophic factors. Abbreviations: BBB, blood–brain barrier; ROS, reactive oxygen species.

injured site, further leading to impairment of

synaptic function and neuronal death, thus

contributing to an aggravation of brain disease.

Inflammation can either be acute or chronic.

Acute inflammation occurs within seconds to days

following tissue damage (by a mechanical injury,

for example), whereas chronic inflammation occurs

over longer periods of time as a result of a persis-

tent activation of immune responses by, for exam-

ple, unresolved infections or autoimmune reactions

(Fig. 3). In this review, we focus on ischemic stroke

and AD—two mechanistically different, yet both

neuroinflammatory, conditions (acute and chronic,

respectively)—to investigate the roles of CXCL12,

CX3CL1, and CCL2 and their receptors in neuroin-

flammation.

Chemokines in acute neuroinflammation:

example of cerebral ischemic stroke

Stroke or cerebral vascular accident corresponds to

an interruption of brain blood supply that can be

ischemic or hemorrhagic. Ischemic stroke, in which

a blood clot blocks a blood vessel in the brain, is

the most common form of stroke and, according

to the World Health Organization, the second

leading cause of death in the world. Mechanisms
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underlying CNS tissue damage induced by stroke

include excitotoxicity, peri-infarct depolarizations,

inflammation, and apoptosis.26 Inflammatory

responses after stroke involve numerous cell

types, including leukocytes, endothelial cells,

astrocytes, microglia, and neurons, and most

proinflammatory mediators, including cytokines

and chemokines, are upregulated after stroke. In

stroke, inflammation seems to have both detrimen-

tal and beneficial effects. Activation of resident cells

(microglia, astrocytes, endothelial cells) appears

to be neuroprotective and promotes brain regen-

eration/recovery, whereas recruitment of immune

cells with a subsequent increase in the expression

of inflammatory mediators, such as reactive oxygen

species (ROS), cytokines, and chemokines, together

with blood–brain barrier (BBB) disruption, could

lead to edema, neuronal death, and hemorrhagic

transformation.27 Chemokines in stroke attracted

the interest of researchers in the first place because

of their central role in leukocyte invasion, one

of the key events of the inflammatory response.

Several studies conducted over the past few years

have provided some insight into the different roles,

beneficial or detrimental, of chemokines in stroke.

The literature on CX3CL1, CXCL12, and CCL2

in stroke describes opposite effects, depending on

the window of observation after stroke. Detrimental

effects of chemokines appear primarily linked to

their proinflammatory ability to recruit and activate

monocytes and resident microglia, which promote

the development of disproportionate inflammation

that is detrimental to neurons. The late effects

appear to be beneficial and mainly linked to their

constitutive ability to attract immature cells that

will participate in poststroke recovery.

Several studies with murine middle cerebral

artery occlusion (MCAo) models of cerebral

ischemic stroke have shown that deficient

CX3CL1/CX3CR1 signaling induces a reduction

of postischemic consequences: excitotoxicity, pro-

duction of ROS, proinflammatory cytokine release,

BBB damage, leukocyte infiltration, neuronal

apoptosis, and infarction size.28–31 These reports

identified CX3CL1/CX3CR1 signaling as an actor

in stroke pathophysiology, especially through

activation of microglia, astrocytes, or macrophages

toward a proinflammatory detrimental state.

On the other hand, other studies have shown

neuroprotective effects of this signaling in cerebral

ischemia30,32,33 in that a strong positive correlation

was found between high plasmatic concentration

of CX3CL1 and better clinical outcome in stroke

patients.34 Interestingly, Rosito et al. implicate

the transmembrane chemokine CXCL16, the

adenosine receptor A3R, and CCL2 as downstream

effectors of CX3CL1 signaling for neuroprotection

against glutamate excitotoxicity.32 They proposed

a mechanism of chemokine-induced chemokine

release, involving a signaling loop between neurons,

astrocytes, and microglia that may participate

in the limiting of brain damage after ischemia,

by counteracting glutamate-induced neuronal

excitotoxic death. It is worth noting that the

adenosine receptors A1R and A2AR, previously

reported to be involved in neuroprotection, were

later linked to CX3CL1-mediated neuroprotective

effects.35,36 The beneficial role of CX3CL1/CX3CR1

signaling in stroke is still disputed as it may take

part in both aggravation of stroke-induced damage,

by enhancement of the proinflammatory cascade

mediated by monocyte-derived cells and proin-

flammatory molecules (cytokines, ROS), and in

neuroprotection, through inhibition of excitotoxi-

city (to note, CX3CL1/CX3CR1 has been shown to

protect rat hippocampal neurons from glutamate-

mediated excitotoxic death through modulation of

ERK/MEK and PI3-K/AKT pathways).32,36,37

The most studied chemokine signaling in cere-

bral ischemia is certainly CCL2 and its receptor

CCR2. In the MCAo rat model, both CCL2 pro-

tein and mRNA levels were found to be significantly

increased hours after the operation and remained

high several days after MCAo.38 An increase in

CCL2 expression was found in neurons in early

stages of stroke and in astrocytes days later.39 Many

studies have found that disrupting CCL2/CCR2 sig-

naling in rodents decreased the number of infiltrat-

ing monocytes/macrophages, together with reduced

levels of proinflammatory cytokine production and

BBB permeability, and that it was associated with

a reduction in the infarct volume.40–43 Another

study also showed functional benefits of the dis-

ruption of CCL2/CCR2 signaling in a model of

combined radiation/traumatic brain injury. In this

study, hippocampal-dependent cognitive impair-

ment was reduced in CCR2-deficient mice.44 In

addition, CCL2 may be one major actor in BBB

disruption in neuroinflammatory conditions after

stroke. According to Strecker et al., the decrease in
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BBB permeability observed after MCAo in Ccl2–/–

mice would be linked to the transcriptional effects

of CCL2 on BBB-related genes.45

On the other hand, CCL2/CCR2 may also par-

ticipate in regeneration after ischemia, as well as

in maintenance of the neurovascular unit. CCL2,

secreted by activated glial cells after stroke, may

play a role in neurogenesis after stroke, attract-

ing neuroblasts derived from neuroprogenitor cells

(NPCs) from the subventricular zone toward the

ischemic region.46 In addition, it appears that

CCL2/CCR2 can prevent the transformation of the

ischemic infarct into a hemorrhagic one, by recruit-

ing bone marrow–derived monocytes/macrophages

to the brain and by preserving the integrity of the

neurovascular unit, through activation of a trans-

forming growth factor-! (TGF-!) pathway.47 Taken

together, these data attribute once again a dual

role to chemokine signaling in stroke. CCL2/CCR2

signaling (enhancing the acute ischemia–induced

inflammatory response through cytokine produc-

tion, altered BBB permeability, and immune cell

recruitment) contributes to ischemia-induced dam-

age in the brain, whereas it also appears to

induce neurogenesis and maintain the neurovascu-

lar unit over the long term, through microglia and

hematogenous macrophage recruitment and migra-

tion of neural precursor cells.

Finally, disrupting CXCL12/CXCR4 signaling

during the acute phase of ischemic stroke reduces

proinflammatory responses and the infarct vol-

ume in MCAo models in rodents. Indeed, block-

ing CXCL12/CXCR4 seems to prevent early massive

recruitment of invasive leukocytes to the ischemic

site and reduces the expression of proinflamma-

tory cytokines, precluding the development of a

detrimental acute ischemia–induced inflammation.

In addition, blocking CXCL12/CXCR4 also lim-

its the BBB disruption that usually occurs after

MCAo.48,49 Therefore, a detrimental role has been

attributed to CXCL12/CXCR4 interaction in the

early stages of stroke. On the contrary, it was shown

in a permanent MCAo mouse model that CXCL12

expression might be beneficial in late recovery

phases after stroke, once the acute ischemia–induced

inflammation is resolved. CXCL12/CXCR4 sig-

naling promoted neurovascular recovery in the

ischemic region, as it stimulated both neurogene-

sis (through enhancement of proliferation, migra-

tion, and maturation of neural progenitor cells) and

angiogenesis.50 Interestingly, Li et al. also observed

a CXCL12/CXCR4–dependent neovascularization

after stroke.51 Further evidence supporting a ben-

eficial role of CXCL12 in cerebral ischemia was

observed in an ischemic preconditioning paradigm

in which ischemic brain extracts were shown to

stimulate the release of CXCL1 and CXCL5 that bind

to CXCR2 in C6 astrocytoma cells to induce the pro-

duction and release of CXCL12, which, in turn, pro-

motes neuroprotection.52 This echoes results found

for CX3CL1/CX3CR1 and CCL2/CCR2, emphasiz-

ing the role of chemokines in detrimental proin-

flammatory processes as well as in beneficial neuro-

protective repair actions.

Taken together, these results suggest that the

detrimental effects of chemokines in stroke are

linked to their proinflammatory properties, particu-

larly the recruitment and activation of macrophages

from the peripheral blood circulation and the proin-

flammatory activation of resident microglia. On

the other hand, chemokines appear to play an

important role in recovery as well, by attract-

ing immature cells and macrophages/monocytes

derived from bone marrow, thought to become anti-

inflammatory microglia, in order to induce neu-

ronal and vascular recovery.

Chemokines in chronic neuroinflammation:

example of Alzheimer’s disease

AD, the most common form of dementia, is a neu-

rodegenerative disorder whose histopathological

hallmarks are intracellular neurofibrillary tangles

(NTFs), formed by aggregates of hyperphosphory-

lated tau protein, and extracellular senile plaques,

which are aggregates of amyloid-! (A!) peptide.

The neurological symptoms of AD are linked to

neuroinflammation with astrogliosis, accumula-

tion of macrophages and microglia around senile

plaques, production of proinflammatory cytokines

and chemokines, and neuronal death. Many differ-

ent murine AD models exist, most of which are

transgenic mice or rats bearing mutations favoring

the development of senile plaques (e.g., APP/PS1

mice that overexpress human mutated APP and bear

a mutation of presenilin 1 (Psen1) that promotes

detrimental cleaving of APP) and/or NTFs. The par-

ticipation of neuroinflammation in the pathogene-

sis of neurodegenerative diseases (e.g., AD, Parkin-

son’s disease, multiple sclerosis) was often attributed

to microglial activation and proliferation and
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accumulation of infiltrated macrophages and leuko-

cytes. In AD, the recruitment of immune cells from

the periphery seems limited. The neuroinflamma-

tory mechanisms in AD include mainly the promo-

tion of neuroinflammation by activated astrocytes

and resident microglia. The latter finally acquires

a dystrophic phenotype via its constant activation

by inflammatory mediators through a vicious circle.

The dystrophic microglia is globally nonfunctional

and thus unable to clear A!, leading to neurodegen-

eration and neuronal loss.53 Because of their impli-

cation in the activation of immune cells and the reg-

ulation of neuron–microglia crosstalk, chemokines

have been extensively studied in AD. CX3CL1,

CCL2, and CXCL12 have also been proposed to par-

ticipate both in the pathogenesis of AD and its pro-

tection, suggesting a dual role of these chemokines.

CX3CL1/CX3CR1 signaling would affect the two

main pathological features of AD (A! deposition

and phosphorylated tau accumulation) in oppo-

site ways, favoring amyloid pathology development

and opposing tau pathology.54–56 In one study, a

gene dose–dependent decrease of A! deposition

was observed in the APP/PS1 mouse model of

AD deficient for CX3CR1. The authors proposed

that this effect on A! deposition was due to an

enhanced capability of microglia to uptake fibril-

lar A! and that CX3CL1 could decrease microglial

phagocytic activity via CX3CR1 signaling.54 On

the contrary, mice overexpressing human APP

and deficient for CX3CR1 exhibited an increased

tau pathology, microglial activation, expression of

proinflammatory markers (IL-1!, TNF-", IL-6),

neuronal death in the dentate gyrus, and decreased

memory retention.55 This underlines the idea that

CX3CR1 may be a key microglial mediator of

the protection against AD-related cognitive deficits

linked to aberrant microglial activation and over-

production of inflammatory cytokines. A recent

study by Lee et al. aimed to determine the con-

tribution of soluble versus membrane-bound forms

of CX3CL1 in A! and tau pathologies. The absence

of the membrane-bound form of this chemokine

may be responsible for the observed aggravation

in tau pathology and the reduction in A! load, as

the transgenic expression of the soluble form in

Cx3cl1–/– APP/PS1 mice does not rescue the phe-

notype. Conversely, Nash et al. showed that the

overexpression of the soluble form of CX3CL1, in

mouse models of A! and tau pathologies (APP/PS1

and Tg4510 mice, respectively), reduced tau pathol-

ogy, lowered microglial activation, and prevented

neuronal degeneration, without further increasing

A! burden. This is in contradiction to the find-

ings on CX3CR1 deficiency.57 The discrepancy in

the results from Lee et al. and Nash et al. might be

explained by the use of different models, as consti-

tutive CX3CL1 deficiency may have induced com-

pensation mechanisms and impaired the immune

environment. Finally, CX3CL1 plasma levels were

found elevated in mild cognitive impairment (MCI)

and mild AD patients.58 In humans, a higher

CX3CL1 gene expression in the brains of AD

patients versus controls, especially in the early stages

of AD, was observed. The authors also showed that

this increase is more important in brain regions that

are vulnerable to AD-induced changes, such as the

hippocampus.59 Thus, CX3CL1 could be an inter-

esting early biomarker of AD. Taken together, these

data suggest a beneficial role of CX3CL1/CX3CR1

in tau pathology by favoring an anti-inflammatory

context, whereas it would have a detrimental effect

on A! pathology by impairing microglial phago-

cytic capacity.

A dual role of CCL2 was also shown in AD. CCL2

was first suggested to play a role in AD pathogenesis

because it was found to be upregulated in mature

senile plaques, microglia, and in microvessels of AD

patients.60,61 In addition, CCL2 expression was also

increased in the brains of AD transgenic mice.62

Yet, whether CCL2 overexpression in AD brains is

a cause or consequence of this pathology remains

unclear. Indeed, A! was shown to induce produc-

tion of CCL2 by cultured astrocytes and microglia

in vitro and in vivo by monocytes, endothelial

cells, and microglia.63–65 Overproduction of CCL2

could, in turn, induce monocyte differentiation,

but also monocyte and leukocyte recruitment,

from the blood to the brain through the disrupted

BBB, thus enhancing neuroinflammation and AD

pathogenesis.66–68 Interestingly, CCL2 expression

was found to be increased in cerebrospinal fluid

(CSF) and serum of patients in the early stages of

AD (MCI or mild AD), whereas in late stages of

AD, CCL2 expression was decreased in the serum,

although it remained high in the CSF.69,70 Therefore,

high serum CCL2 levels could represent an early

biomarker for AD, whereas CCL2 expression in

the CSF could reflect the progression of the disease

(to note, increased CCL2 expression in the CSF
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was linked to increased neurodegeneration). In an

AD mouse model, CCL2 deficiency accelerated A!

deposition and oligomer formation, with accumu-

lation of microglia in A! plaque areas, decreased

A! phagocytosis, acceleration of cognitive impair-

ment, and alteration of neurogenesis in the dentate

gyrus.71 In addition, El Khoury et al. demonstrated

that CCR2 deficiency in early stages impairs

microglial accumulation, thus increasing the

deposition of A!.72 It was also suggested that CCR2

deficiency accelerates AD onset with an increase in

mnesic defects and A! deposition. Thus, an early

protective role of CCL2/CCR2, as well as a late

neurotoxic effect of this signaling, was described.62

CXCL12/CXCR4 signaling was also studied in

AD. For example, higher CXCR4 gene and protein

levels were found in the brains of AD patients com-

pared to those of controls.73 In contrast, in a trans-

genic mouse model of AD (APP transgene inser-

tion 2576 (Tg(APPSWE)2576Kha2576) mutation

with overproduction of human APP), a correlation

was found between cognitive impairment and lower

gene and protein levels of CXCL12 and CXCR4.74

In agreement, a decrease in CXCL12 plasmatic con-

centration was reported in AD patients and nega-

tively correlated to levels of tau protein in the CSF.75

The treatment with AMD3100 (specific inhibitor of

CXCR4) induced cognitive impairment, supporting

the hypothesis that low levels of CXCL12/CXCR4

are linked to cognitive deficits. These cognitive

impairments observed in this model may be due,

at least in part, to an effect of A! on CXCL12 sig-

naling. A recent study suggests that the beneficial

effect of CXCL12/CXCR4 on memory and learning

in AD could be linked to the prevention of den-

dritic regression and neuronal apoptosis induced

by A!. Intracerebroventricular (icv) injections of

A! in mice lowered spine density and dendrite

length of CA1 hippocampal neurons, while pre-

treatment with CXCL12, through activation of AKT

and ERK1/2 pathways, inhibited this A!-induced

neurotoxicity. Similar results were found in vitro in

cultured neurons.76 Finally, treatment of APP/PS1

mice with CXCL12 (intracerebroventricular injec-

tion) induced the recruitment of bone marrow–

derived microglia (a well-known role of CXCL12)

to the brain, which is thought to be neuroprotective,

contrary to activated resident CNS microglia. These

effects were associated with a decrease in number

and area of A! deposits in brain parenchyma.77

Taken together, CXCL12/CXCR4 signaling may be

beneficial in AD. The decrease of CXCL12 could be

responsible for cognitive impairments, underlining

a constitutive crucial role of CXCL12/CXCR4 signal-

ing in memory and learning processes. In addition,

CXCL12/CXCR4 signaling could also participate in

neuroprotective processes through a decrease in A!

neurotoxicity.

Altogether, the results on CX3CL1/CX3CR1,

CCL2/CCR2, and CXCL12/CXCR4 suggest a time-

related discrepancy in their effects. In general, it is

mainly their ability to modulate microglial activ-

ity that seems to be involved, especially whether it

favors or prevents A! clearance. However, mecha-

nisms responsible for chemokine effects in AD need

to be further investigated.

Conclusion

Chemokines appear to be very active in cerebral

pathogenic and repair processes in neuroinflamma-

tory contexts. Indeed, the data that we described

on the role of chemokines in stroke and AD

clearly underline their significance as endogenous

mediators between the different brain cell types

to orchestrate either physiological neuroprotective

or pathophysiological mechanisms. The ability of

chemokines to attract and activate immune and

nonimmune cells seems detrimental during overac-

tivation of the inflammatory response, whereas, in

post-acute inflammatory phases, this ability, asso-

ciated with the capacity of chemokines to reg-

ulate microglial function, may enhance recovery

and protection. The data discussed in this review

highlight the idea that a similar chemokine lig-

and/chemokine receptor pair can mediate different

effects, depending on the physiological or patho-

physiological conditions, and also underline the

importance of the time frame in determining the

impact of the chemokine system on the brain.

Taking this notion into consideration raises the

question of the feasibility of therapeutic targeting of

chemokine ligands and receptors in neuroinflam-

matory contexts, which will not be achievable with-

out increasing our knowledge on the therapeutic

windows and specific cell types and/or specific brain

regions to target.

Neuroinflammation, which is meant to protect

the brain from damage, also induces behavioral

changes, suggesting its potential to modify neural

activity. In this aspect, the chemokine system is a
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particularly interesting candidate because it shows

similarities with neurotransmitter and neuropep-

tide systems. For example, it is unevenly distributed

and interactions have been shown between these

systems. Indeed, chemokines have recently been

shown to be able to constitutively modulate neu-

ronal activity (for review, see Ref. 10). Neverthe-

less, little data to date have directly addressed the

constitutive or induced neuromodulatory effect of

specific chemokines on the different neuronal sys-

tems. Yet, CXCL12 has been shown to modulate

the activity of hypothalamic MCH neurons, AVP

neurons in the supraoptic nucleus, and dopamin-

ergic neurons in the substantia nigra in nonin-

flammatory contexts.6,7,78 These kinds of interac-

tions may attribute a new role to chemokines in

neuroendocrine function. For instance, inflamma-

tion has repeatedly been linked to reduced appetite

(in AD, stroke, cancer, and aging), suggesting that

chemokine ligands and receptors may modulate

neuropeptidergic systems involved in the regula-

tion of feeding behavior (such as the orexigenic

MCH system). In this context, preliminary data

from our lab suggest that CCL2 induces a hyper-

polarization of hypothalamic MCH neurons, with

which it colocalizes.79 Thus, CCL2, inhibiting MCH

activity, could participate in the decrease in appetite

observed with acute inflammation.

Furthermore, while this review focuses on the

implication of chemokines in high-grade neu-

roinflammation, it would also be interesting to

understand chemokine effects in low-grade neu-

roinflammation, such as in obesity, consider-

ing the putative effects of CCL2 on the MCH

system. Indeed, obesity has only recently been

linked to hypothalamic neuroinflammation; thus,

an interesting question to ask would be: In obe-

sity, can one or several moderately upregulated

chemokine(s) modulate neuronal circuits involved

in feeding behavior regulation so that food intake is

increased?

Since the identification of chemokines and cog-

nate receptors in the brain,8,10 great progress has

been made in characterizing the mechanisms of

action of these immune factors. Studies deci-

phering chemokine functioning under acute and

chronic inflammatory diseases provide informa-

tion on novel signaling pathways and demonstrate

complex interactions among these molecules. Con-

sequently, drugs with specific activity toward the

candidate chemokines are awaited to test the validity

of the proposed mode of action in human diseases.
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 Résumé de congrès 2.1.

Au cours de ma thèse, j’ai aussi eu l’opportunité de pouvoir rédiger avec Elise Laperrousaz, 

elle-même doctorante à l’Université Paris Diderot, le résumé de la 1ère Journée Thématique 

de la Société de NeuroEndocrinologie qui s’est déroulée les 29 et 30 septembre 2014 à 

Paris sur le thème « Régulation centrale du métabolisme énergétique, nouveaux concepts, 

nouveaux espoirs ». Ce résumé est paru dans une revue destinée à un public médical, 

« Correspondances en Métabolismes Hormones Diabète et Nutrition ». 
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Journée thématique de la Société 
de neuroendocrinologie
Les 29 et 30 septembre, Université Paris Diderot, Paris

Elise Laperrousaz*, Ophélia Le Thuc**

* Université Paris 

Diderot, Unité de 

Biologie Fonctionnelle 

et Adaptative, CNRS 

UMR 8251, Paris.

** Université de Nice-

Sophia Antipolis, Institut 

de Pharmacologie 

Moléculaire et Cellulaire, 

CNRS UMR 7275, 

Valbonne.

Cette année, J. Cohen-Tannoudji, N. de Roux et S. Luquet ont organisé une jour-

née thématique “Régulation centrale du métabolisme énergétique, nouveaux 

concepts, nouveaux espoirs”, pour la Société de neuroendocrinologie (SNE, 

www.societe-neuroendocrinologie.fr/). Deux demi-journées, les 29 et 30 septembre, 

ont réuni chercheurs francophones en neuroendocrinologie et médecins endo-

crinologues, dans un format novateur alliant conférences plénières, communi-

cations orales classiques ou rapides, et posters.

De nouvelles approches 
thérapeutiques 
pour le syndrome métabolique

M. Tschöp, directeur de l’IDO (Institute for Diabetes 

and Obesity ,  Munich) a présenté 2 stratégies 

pharmacologiques innovantes pour traiter l’obésité, 

à laquelle est très souvent lié un syndrome méta-

bolique. Le principe est d’améliorer des molécules 

dont on connaît les effets bénéfiques, mais qui ne 

sont pas suffisamment efficaces ou qui ont des effets 

délétères. Première stratégie : tromper le cerveau 

en mimant la chirurgie bariatrique grâce à des 

multiagonistes (des récepteurs des incrétines par 

exemple), mais unimoléculaires. Se fixant à un seul 

des récepteurs à la fois, ils agissent néanmoins sur 

tous les systèmes pour potentialiser les effets béné-

fiques et éviter les effets délétères de chaque ago-

niste (1). Deuxième stratégie : un couplage stable, à 

l’incrétine Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1), de petites 

molécules, dont l’action centrale induit une perte 

de poids (estrogènes, T3, etc.). Ces composés ne 

sont délivrés et n’agissent qu’au niveau de cellules 

exprimant le récepteur du GLP-1, dans le cerveau, 

évitant ainsi les effets indésirables qu’engendre-

rait une distribution systémique (2). Certains de ces 

composés sont déjà en développement clinique 

et représentent peut-être l’avenir des traitements 

contre l’obésité. 

Relations réticulum endoplasmique-
mitochondrie dans l’hypothalamus 
et régulation de la balance énergétique

M. Claret, chercheur au IDIBAPS (Institut d’Investigacions 

Biomèdiques August Pi i Sunyer, Barcelone), propose pour 

la première fois un mécanisme moléculaire liant stress du 

réticulum endoplasmique (RE), leptinorésistance et déré-

gulation de l’appétit et du poids (3). Il a d’abord observé 

que l’expression de la protéine Mitofusin 2 (MFN2), impli-

quée dans la fusion mitochondriale et les interactions 

RE-mitochondrie, diminue dans l’hypothalamus de 

souris DIO (diet-induced obesity), rendues obèses par la 

consommation d’un régime hyperlipidique. Il a ensuite 

montré qu’un défi cit en MFN2 dans les neurones hypo-

thalamiques à pro-opiomélanocortine (POMC) entraîne 

une perturbation de l’homéostasie RE-mitochondrie, 

provoquant un stress du RE, ce qui induit un défaut de 

maturation de la POMC en α-melanocyte-stimulating 

hormone (MSHα), une leptinorésistance et une obésité.

Trois concepts novateurs dans la régulation 
centrale de l’homéostasie énergétique 
et du comportement alimentaire

Dans un premier temps, V. Prévot, directeur de recherche 

au CRJPA (Centre de recherche Jean-Pierre Aubert, Lille) 

a montré que les tanycytes, cellules épendymogliales 
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bordant le 3e ventricule, en facilitant de diff érentes 

manières l’accès des signaux métaboliques à leur cible 

hypothalamique, sont des acteurs clés de l’homéostasie 

énergétique. Le transport de la leptine périphérique, 

par les tanycytes, jusqu’au liquide céphalorachidien 

(LCR) est indispensable au maintien de la sensibilité à 

la leptine (4). De plus, un jeûne favorise une plasticité 

de la barrière hémato encéphalique, dépendante du 

VEGF-A produit par les tanycytes, facilitant le passage 

de molécules métaboliques vers l’hypothalamus et 

donc l’adaptation au statut nutritionnel (5). 

Dans une seconde conférence, C. Rovère, chercheuse à 

l’IPMC (Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, 

Sophia-Antipolis) a mis en avant l’implication de la neuro-

infl ammation, et en particulier des chimiokines, dans 

la physiopathologie de troubles du comportement ali-

mentaire. L’infl ammation liée à la cachexie ou à l’obésité 

modifi e les niveaux d’expression des chimiokines, ce 

qui perturbe la régulation centrale du comportement 

alimentaire : en modulant de façon négative ou positive 

l’activité de neurones hypothalamiques, notamment les 

neurones orexigènes à Melanin-Concentrating Hormone 

(MCH), les chimiokines CCL2 et CCL5 induisent respective-

ment une perte ou un gain de poids et représenteraient 

des cibles thérapeutiques potentielles.

Enfi n, A. Benani, chercheur au CSGA (Centre des sciences 

du Goût et de l’Alimentation, Dijon), a étudié la plasti-

cité liée au statut nutritionnel, de circuits neuronaux 

hypothalamiques impliqués dans la prise alimentaire. Il 

a identifi é l’acide polysialique comme facteur permettant 

la plasticité synaptique hypothalamique induite par un 

challenge hypercalorique chez la souris (6). La polysialisa-

tion dépend de l’histone acétyltrans férase MOF qui induit, 

dans l’hypothalamus médiobasal, la transcription du gène 

codant PST-1 pour une enzyme de polysialisation (7). Une 

altération de cette plasticité synaptique hypothalamique 

constituerait un risque de développer une obésité.

Liens entre horloges circadiennes, 
hormones, métabolisme et vieillissement

Tout d’abord, M.S. Clerget-Froidevaux, professeur au 

Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris), a mis 

en évidence le lien entre longévité et plasticité méta-

bolique associée aux hormones thyroïdiennes (HT) dans 

l’hypothalamus, en exposant le cas de la souris WSB/EiJ 

qui présente un phénotype particulier : une résistance 

à l’obésité, une espérance de vie accrue et un niveau 

plasmatique d’HT T4 faible. Or, cette souris est dotée 

d’un métabolisme optimisé (changement de substrat 

énergétique – des lipides aux glucides – au moment 

de la prise alimentaire, lipogenèse de novo, meilleure 

tolérance au glucose) qui se maintient avec l’âge.

Ensuite, E. Challet, chercheur à l’Institut des Neuro-

sciences Cellulaires et Intégratives (Strasbourg), a montré 

qu’indices métaboliques/nutritionnels (consommation 

calorique, heure du repas, carences, etc.) et vieillisse-

ment infl uencent la rythmicité circadienne (8). Mais la 

réciproque est vraie : dans un modèle de déphasage 

chronique, le rat roussard montre une arythmie du cycle 

veille-sommeil, un gain de poids, une intolérance au glu-

cose et un raccourcissement des télomères, signe de 

vieillissement cellulaire. 

La Journée thématique de la SNE : 
faire le plein d’informations

Ce colloque a aussi off ert la possibilité à une vingtaine 

d’étudiants et de chercheurs de s’exprimer dans un 

contexte convivial et dynamique via des communications 

orales classiques ou rapides. Au-delà du défi  à relever, cela 

a permis de faire part de l’état de l’art dans les laboratoires 

francophones de neuroendocrino logie. Par exemple, en 

60 secondes seulement, J. Lannes (BFA CNRS UMR 8251, 

Paris) a exposé l’implication du tandem de miARN 132/212 

dans la signalisation de la GnRH (Gonadotropin-Releasing 

Hormone) et V. Hellier (Groupe interdisciplinaire de géno-

protéomique appliquée [GIGA] Neuroscience, Liège) a 

dévoilé le rôle de la kisspeptine, de la NOS (Nitric Oxide 

Synthase) et du récepteur de la GnRH dans le contrôle 

du réfl exe de lordose. Cette Journée a aussi permis, entre 

autres, à B. Tata (INSERM U1141, Paris) de montrer qu’un 

défi cit neuronal en Rabconnectin-3α (protéine vésiculaire 

synaptique) induit une perte des neurones à GnRH et 

une diminution de son expression génique, associées à 

des défauts de puberté et à une infertilité, ou à J. Pantel 

(Centre de Psychiatrie et Neurosciences [CPN], Paris) de 

présenter un tout nouveau modèle d’étude : la mutation 

gain-de-fonction Q343X sur le gène Ghsr codant pour le 

récepteur de la ghréline, qui induit chez le rat adulte, un 

gain de poids et une augmentation de la prise alimentaire.

Conclusion

Cette journée thématique de la SNE portait sur la régu-

lation centrale du métabolisme, thème porteur qui a 

réuni avec succès plus de 130 chercheurs et étudiants, 

qui ont ainsi pu faire le point sur les dernières avancées 

dans ce domaine. Ce colloque a de nouveau démontré 

le dynamisme de la recherche dans les laboratoires 

francophones de neuroendocrinologie. ■
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Résumé 

L’hypothalamus est une aire cérébrale clé dans la régulation de l’homéostasie énergétique qui 
contrôle notamment la prise alimentaire et les dépenses énergétiques. Pour cela, 
l’hypothalamus intègre des signaux humoraux, neuraux ainsi que des informations directement 
données par les différents nutriments. Les neurones et les cellules gliales hypothalamiques 
agissent de concert pour réguler dans le temps et l’espace les fonctions métaboliques de 
l’hypothalamus. Aussi il pourrait exister un lien causal entre inflammation hypothalamique et les 
dérégulations du comportement alimentaire, comme la perte de poids ou l’obésité. Cette 
neuroinflammation perturberait l’activité cellulaire ainsi que la synthèse et/ou la sécrétion de 
multiples neurotransmetteurs/médiateurs, dérégulant l’homéostasie énergétique. 

Les objectifs de cette thèse portaient sur le rôle de l’inflammation hypothalamique dans le 
développement d’une perte ou d’un gain de poids excessifs. Nous avons cherché à identifier 
les relais moléculaires entre l’inflammation centrale ou systémique et les systèmes 
neuropeptidergiques de l’hypothalamus impliqués dans la régulation de l’homéostasie 
énergétique, en nous concentrant sur les chimiokines. 

D’une part, nous avons identifié la chimiokine CCL2 et son récepteur CCR2 comme des 
éléments de signalisation essentiels dans la perte de poids associée à une inflammation aigue 
chez la souris induite par l’injection centrale de lipopolysaccharide bactérien. L’activation de 
CCR2 exercerait des effets inhibiteurs directs sur les neurones hypothalamiques exprimant la 
MCH, peptide connu pour ses effets orexigènes, qui contribueraient à la perte de poids induite 
par l’injection de lipopolysaccharide ou de CCL2. 

D’autre part, nous nous sommes intéressés à la réponse inflammatoire dans l’hypothalamus 
suite à une consommation de régimes hyperlipidiques, entraînant, à terme, un gain de poids 
voire une obésité. Nous avions trois objectifs : 1) identifier une chimiokine pouvant lier 
inflammation hypothalamique et augmentation de la prise alimentaire et/ou du poids ; 
2) déterminer si la nature des lipides contenus dans le régime hyperlipidique peut influencer le 
développement de l’obésité, et 3) identifier l’impact de la consommation d’un régime 
hyperlipidique à très court-terme, sur la plasticité gliale dans l’hypothalamus. 

Nous avons trouvé, dans des modèles murins d’obésité nutritionnelle, que 1) la chimiokine 
CCL5 favoriserait la prise de poids, possiblement en augmentant l’activité des neurones 
hypothalamiques à MCH ; 2)  modifier la nature des lipides composant un régime hyperlipidique 
a un impact sur la cinétique de développement de l’obésité, en lien avec des changements du 
profil inflammatoire et 3) la consommation excessive de lipides peut induire une astrogliose et 
une microgliose très précoces dans l’hypothalamus médio-basal. En conclusion, la 
consommation excessive de lipides, notamment saturés, peut entraîner une inflammation 
centrale, qui elle-même, pourrait contribuer à l’obésité en activant des réseaux de 
neuropeptides hypothalamiques. 

L’ensemble de nos résultats qui identifient les chimiokines comme cibles thérapeutiques 
potentielles dans le traitement des dérégulations du comportement alimentaire, souligne 
l’intérêt de cibler l’inflammation hypothalamique dans ces pathologies. 

 

Mots-clés : neuroinflammation, perte de poids, obésité, comportement alimentaire, 
hypothalamus, chimiokines, neuropeptides, régimes hyperlipidiques. 
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