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Résumé 

 

L’hypothalamus est une structure cérébrale ayant un rôle clé dans la régulation de la prise 

alimentaire. Parmi les différentes populations neuronales qui le composent, les neurones 

produisant la pro-opiomélanocortine (POMC) sont classiquement connus pour diminuer la prise 

alimentaire et le poids corporel via la libération de neuropeptides produits par le clivage de 

POMC. Notre étude, grâce à l’utilisation d’approches génétiques, pharmacologiques, 

électrophysiologiques et moléculaires, remet en question les notions classiques sur la fonction 

des neurones à POMC dans la balance énergétique, en démontrant qu’il existe deux sous-

populations fonctionnellement distinctes de neurones à POMC, qui augmentent ou diminuent 

la prise alimentaire en fonction du neurotransmetteur qu’elles libèrent, l’acide γ-

aminobutyrique (GABA) ou le glutamate. Une troisième population capable de produire aussi 

bien du GABA que du glutamate a également été identifiée. La régulation des neurones à 

POMC GABAergiques et glutamatergiques dépend de la voie de la cible de la rapamycine chez 

les mammifères (mTORC1), qui fonctionne comme un détecteur d’énergie cellulaire, et du 

système endocannabinoïde (ECS), qui régule la libération de neurotransmetteurs. De plus, nous 

avons également démontré, via l’utilisation de souris mutantes conditionnelles, l’importance de 

la protéine p62 ou séquestrome 1 (p62/SQSTM1), qui régule l’activité de mTORC1 et 

l’autophagie, dans les neurones à POMC dans la régulation de l’homéostasie énergétique. Nos 

données offrent un nouvel aperçu sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation 

de la balance énergétique. 

 

Mots clés : neurones à POMC, mTORC1, ECS, neurotransmetteurs, prise alimentaire, 

« refeeding », p62/SQSTM1, métabolisme, hypothalamus, obésité  



Abstract 

 

The hypothalamus is a brain structure with a key role in the regulation of food intake. 

Among the different neuronal populations of which it is composed, pro-opiomelanocortin 

(POMC) neurons are classically known to decrease food intake and body weight through the 

release of neuropeptides produced by the cleavage of POMC. Our study, through the use of 

genetic, pharmacological, electrophysiological and molecular approaches, challenges 

conventional notions about POMC neuron function in energy balance by showing that there are 

two functionally distinct POMC neuronal sub-populations, which increase or decrease food 

intake depending on which neurotransmitter they release, -aminobutyric acid (GABA) or 

glutamate. A third population capable of producing both GABA and glutamate has also been 

identified. The regulation of POMC GABAergic and glutamatergic neurons depends on the 

mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) pathway, which functions as a cellular 

energy sensor, and the endocannabinoid system (ECS), which regulates neurotransmitters 

release. In addition, we have also demonstrated through the use of a conditional knockout mice, 

the importance of the protein p62 or sequestrome 1 (p62/SQSTM1), which regulates mTORC1 

activity and autophagy, in POMC neurons for the regulation of energy homeostasis. Our data 

provide new insights on the molecular mechanisms involved in the regulation of energy 

balance. 

 

Key words: POMC neurons, mTORC1, ECS, neurotransmitters, food intake, refeeding, 

p62/SQSTM1, metabolism, hypothalamus, obesity 
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THC : Δ-9-tétrahydrocannabinol 

TRAF6 : facteur associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale 

TSC1 : tuberous sclerosis complex 1 

TSC2 : tuberous sclerosis complex 2 

UBD : domaine d’interaction avec l’ubiquitine 

ULK1 : kinase pro-autophagique de type unc-51 

VMN : noyau ventromédian de l’hypothalamus 

Vps34 : protéine de tri vacuolaire 34 

VTA : aire tegmentale ventrale 

WAT : tissu adipeux blanc 

WIPI-1 : protéines contenant un motif WD40 interagissant avec les phosphoinositides 1 

WIPI-2 : protéines contenant un motif WD40 interagissant avec les phosphoinositides 2 

YY1 : facteur de transcription yin-yang 1 
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Les concepts de balance énergétique et de métabolisme 

L’énergie est le fondement de toute vie. Sans elle, nous ne serions que de la matière inerte, 

incapables de nous mouvoir, nous reproduire, et nous alimenter. Ces trois grandes fonctions de 

la physiologie, humaine et des autres organismes vivants, respectent le premier principe de la 

thermodynamique, exposé par Lavoisier au XVIIIème siècle, qui dit que l’énergie peut se 

transformer d’une forme à une autre mais ne peut être ni créée ni détruite. Ce principe est 

généralement formulé comme suit : le taux de conversion et de stockage de l’énergie ES est égal 

à la différence entre les apports énergétiques EI et l’utilisation de l’énergie EO (ES = EI - EO). EI 

est composé essentiellement de l’énergie chimique provenant de la nourriture et des fluides que 

nous consommons. EO comprend la production de chaleur et l’activité physique. ES est le taux 

de conversion des stocks de macronutriments du corps. La vie repose donc sur la capacité à 

détecter des sources d’énergie dans le milieu extérieur afin de les transformer en énergie 

utilisable pour l’organisme, et à les stocker. Cette homéostasie ou balance énergétique est 

essentielle à la survie des organismes, car elle nous permet de connaître nos besoins 

énergétiques et nos réserves, et ainsi de pouvoir engager l’un ou l’autre afin d’assurer le bon 

fonctionnement de nos différentes fonctions physiologiques. 

Chez les espèces primitives unicellulaires, la régulation de cette balance énergétique 

s’appuie sur leur capacité à capter, transformer, stocker et utiliser les nutriments présents dans 

leur environnement. Des espèces qui seraient dotées de mécanismes de détection du glucose, 

des lipides ou d’acides aminés possèderaient un avantage certain de survie par rapport à d’autres 

qui en sont dépourvus (Herman and Kahn, 2006 ; Efeyan et al., 2015). Cependant, au cours de 

l’évolution, ces mécanismes se sont complexifiés. Les espèces plus évoluées, telles que 

l’homme, bien que toujours dirigées par leurs besoins endogènes, sont également soumises à 

des facteurs exogènes pouvant influencer la prise alimentaire et qui, par conséquent, participent 

à l’épidémie mondiale d’obésité (Hill and Peters, 1998; Bauman et al., 2012 ; Lucassen et al., 

2012), qui touche actuellement plus de 600 millions d’adultes et représente 6% des dépenses 

de santé en Europe selon l’OMS (http://www.euro.who.int/__data/assets/pdf_file/0008/98243/ 

E89858.pdf). 

Les premières hypothèses stipulaient que le siège du contrôle de la régulation de la faim se 

situait dans la cavité abdominale, et plus particulièrement au niveau de l’estomac (Mayer and 

Thomas, 1967). Mais depuis le XIXème siècle, grâce notamment aux travaux de Magendie, 

Bernard et Mohr, un éventuel lien entre le comportement alimentaire et le système nerveux 

central (CNS) est mis en lumière (Mayer and Thomas, 1967). Certaines études sont venues par 
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la suite corroborer cette hypothèse d’un contrôle central de la prise alimentaire, notamment 

lorsqu’un individu continuait d’observer une sensation de faim après une gastrectomie 

(Wangensteen and Carlson, 1931). Les difficultés méthodologiques associés à l’investigation 

sur le CNS ont quelque peu retardé le développement des théories centrales de régulation. 

Cependant, l’arrivée des premières études lésionnelles dirigées au milieu du XXème siècle a 

permis d’entrevoir un rôle d’une première structure cérébrale, l’hypothalamus, dans la 

régulation du comportement alimentaire et de la balance énergétique. Ces études ont permis 

d’identifier un centre de la satiété au niveau du noyau ventromédian de l’hypothalamus (VMN) 

et un centre de la faim au niveau de l’aire hypothalamique latérale (LHA) (Hetherington and 

Ranson, 1942 ; Anand and Brobeck, 1951). De nombreuses études ont par la suite permis 

l’identification de nouveaux noyaux hypothalamiques, tels que le noyau arqué (ARC), le noyau 

paraventriculaire (PVN), le noyau dorsomédian (DMN) et le noyau suprachiasmatique (SCN), 

ainsi que des régions extra-hypothalamiques, telles que des structures du lobe temporal, le 

noyau du tractus solitaire (NTS), le noyau parabrachial (PBN), le thalamus et le système 

limbique, coordonnant également la régulation de la balance énergétique (Belgardt and 

Bruning, 2010). Ces différents travaux de recherches ont permis de souligner l’hétérogénéité 

structurale de l’hypothalamus, et ainsi de mettre en évidence des populations de neurones 

spécifiques au sein des différents noyaux de l’hypothalamus mais également de structures et de 

circuits neuronaux au niveau central communiquant entre eux et avec la périphérie afin de 

réguler la prise alimentaire. 

La régulation de la prise alimentaire fait donc intervenir différents types neuronaux 

caractérisés par l’expression de différents récepteurs et par la production de différents 

neuromédiateurs au niveau hypothalamique. Ces neurones sont capables d’intégrer de 

nombreux signaux afférents provenant essentiellement de l’alimentation et renseignant de l’état 

énergétique de l’organisme. L’énergie dérive donc du métabolisme des aliments, aboutissant à 

la synthèse d’adénosine-5′-triphosphate (ATP) via le cycle de Krebs, qui est le point final du 

catabolisme des trois principales sources de macronutriments - glucides (glycolyse), lipides (β-

oxydation) et protéines (transamination). Cependant, l’ATP ne constitue pas une forme 

d’énergie pouvant être stockée, car il est très vite dégradé. Afin de se perpétuer, les organismes 

ont alors dû s’appuyer sur d’autres mécanismes susceptibles de leur fournir l’énergie nécessaire, 

notamment en développant la capacité à stocker les macronutriments au vu d’une utilisation 

ultérieure. Cette capacité de stockage des macronutriments permet également d’informer 

directement ou indirectement, notamment via la libération de signaux humoraux spécifiques, 

les régions responsables de la régulation de la balance énergétique sur la quantité et la 
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disponibilité des sources énergétiques. Plusieurs théories de l’action des macronutriments 

directement sur l’activité des centres de la faim et de la satiété au niveau hypothalamique ont 

alors émergées (Seeley and Woods, 2003). 

La théorie glucostatique propose que le métabolisme des glucides au niveau de 

l’hypothalamus produit la sensation de satiété (Mayer, 1955; Woods, 2013). Cette sensation de 

satiété est favorisée par l’augmentation de la concentration plasmatique de glucose comme cela 

se produit au cours d’un repas. A l’inverse, une fois l’absorption terminée, la réduction du 

glucose plasmatique serait à l’origine de la sensation de faim. Cette hypothèse est notamment 

appuyée par le fait qu’une injection intra-péritonéale de 2-déoxy-D-glucose, un analogue non 

métabolisable du glucose, stimule la prise alimentaire (Houpt and Hance, 1971). 

L’augmentation de la concentration plasmatique de glucose stimule la sécrétion d’insuline par 

les cellules β du pancréas. L’injection intra cérébroventriculaire (icv) de cette hormone, via 

l’activation des récepteurs à l’insuline au niveau neuronal, plus particulièrement au niveau de 

l’hypothalamus, diminue la prise alimentaire et entraîne une perte de poids corporel (King, 

2006; Woods, 2013). Cependant, ses effets sur la satiété sont difficiles à mettre en évidence en 

raison de l’hypoglycémie qui survient lorsque l’insuline est injectée en périphérie (Gregory et 

al., 2015). D’autre part, elle stimule la lipogenèse au niveau du foie et réduit en parallèle la 

lipolyse au niveau du tissu adipeux blanc (WAT) (Samuel and Shulman, 2012), ce qui fait 

également d’elle un signal étayant la théorie lipostatique. 

La théorie lipostatique, quant à elle, repose sur l’action de signaux humoraux reflétant les 

stocks énergétiques sous forme lipidique, sur l’hypothalamus, qui, en réponse, modulera la prise 

alimentaire et la dépense énergétique. L’un de ces signaux humoraux le plus étudié est la 

leptine. Cette hormone, produit du gène ob (Zhang et al., 1994), est principalement sécrétée par 

les adipocytes du WAT (Gautron and Elmquist, 2011). La concentration plasmatique de leptine 

augmente avec les réserves lipidiques du WAT, elle diminue lors du jeûne et s’élève après le 

repas. Après avoir traversé la barrière hématoencéphalique (BHE) et en se fixant sur ses 

récepteurs au niveau de l’hypothalamus, la leptine entraîne une diminution de la prise 

alimentaire et une augmentation de la dépense énergétique (Friedman, 2010). En résumé, le 

WAT est donc la réserve énergétique de l’organisme et la leptine un signal d’adiposité qui 

permet de réguler la prise alimentaire. 

Enfin, une troisième et dernière théorie selon laquelle la présence de nourriture dans le tube 

digestif entraîne la libération de plusieurs peptides intestinaux agissant sur l’hypothalamus afin 

d’inhiber la prise alimentaire voit le jour, notamment suite à la découverte de la 

cholécystokinine (CCK) en 1928. La CCK est une hormone sécrétée par les cellules endocrines 
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du duodénum en réponse à l’arrivée de protéines et également de lipides dans le lumen. Elle est 

considérée comme un facteur de satiété car son administration intrapéritonéale (ip) ou 

directement dans l’hypothalamus a un effet anorexigène (Perry and Wang, 2012). Quelques 

années plus tard, deux nouveaux peptides, tous deux sécrétés par l’appareil digestif et ayant des 

actions antagonistes sur la prise alimentaire, ont été découverts : la ghréline et le peptide YY 

(PYY) qui signalent respectivement la faim et la satiété au niveau de l’hypothalamus (Perry and 

Wang, 2012). 

Ces différentes théories détaillant comment le cerveau est capable d’intégrer les 

informations sur la quantité et la disponibilité des sources énergétiques de l’organisme ont 

évoluées au rythme des recherches neuro-anatomiques, qui ont également permis de mettre en 

lumière de nombreux acteurs associés à la régulation de la balance énergétique, et notamment 

certaines cascades intracellulaires recrutées par l’action de ces hormones sur leurs récepteurs 

spécifiques (Wadikar and Premavalli, 2012). 

Parmi ces cascades intracellulaires, la voie de la cible de la rapamycine chez les 

mammifères (mTOR) revêt, depuis peu, un tout autre rôle que celui qu’on lui connaissait. En 

effet, cette voie de signalisation est décrite jusqu’alors comme un carrefour des grandes 

fonctions cellulaires indispensables à la survie de la cellule incluant la croissance et la 

prolifération cellulaire, l’expression génique (biogenèse des ribosomes et synthèse protéique), 

la biogenèse des lysosomes et l’autophagie, la morphologie et l’activité neuronale (Laplante 

and Sabatini, 2012 ; Costa-Mattioli and Monteggia, 2013). Mais de nombreux travaux récents 

témoignent de l’importance de la voie de mTOR dans le maintien de l’homéostasie énergétique 

et de son rôle au niveau du CNS sur le contrôle de la prise alimentaire et du poids corporel. Une 

dérégulation de cette voie de signalisation est d’ailleurs décrite en cas d’obésité ou de diabète 

de type 2 (Laplante and Sabatini, 2012 ; Costa-Mattioli and Monteggia, 2013). mTOR est une 

sérine-thréonine kinase qui agit comme un ‘senseur’ du niveau énergétique de la cellule. En 

effet, lors d’un jeûne où la disponibilité des sources énergétiques est faible, l’activité de mTOR 

au niveau hypothalamique est diminuée, tandis que lors d’un paradigme de réexposition à la 

nourriture après un jeûne dit de « refeeding », qui augmente donc la disponibilité des sources 

énergétiques, la voie de mTOR est activée (Minokoshi et al., 2004 ; Cota et al., 2006 ; Blouet 

et al., 2008 ; Dagon et al., 2012). De même, mTOR est également activé en présence 

d’hormones impliquées dans la régulation de la balance énergétique et du métabolisme, dont 

l’insuline et la leptine (Cota et al., 2006 ; Muta et al., 2015), ainsi qu’en présence de nutriments, 

tels que la leucine (Cota et al., 2006). Cette activation de la voie de mTOR induite par la leucine 

entraînait d’ailleurs une réduction de la prise alimentaire (Cota et al., 2006 ; Ropelle et al., 2008; 
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Blouet et al., 2009). Ainsi, mTOR est localisé dans les populations neuronales hypothalamiques 

régulant la prise alimentaire, faisant de lui une cible thérapeutique potentielle pour lutter contre 

l'obésité. 

Un autre acteur qui s’est récemment vu attribuer un rôle important dans la régulation de la 

balance énergétique est le système endocannabinoïde (ECS). Des sources historiques, datant de 

300 ans avant J.-C., rapportaient déjà des propriétés psychotropes et orexigènes de la plante 

Cannabis sativa (également connue sous le nom de marijuana), et notaient que sa 

consommation était accompagnée d’une très forte envie de nourriture sucrée et palatable (Abel, 

1975). Mais c’est seulement après la découverte de récepteurs spécifiques couplés à la protéine 

G, les récepteurs aux cannabinoïdes CB1 (CB1R) et CB2 (CB2R), l’identification de leurs 

ligands exogènes, tel le Δ-9-tétrahydrocannabinol (THC) que l’on retrouve dans la plante 

Cannabis sativa, et endogènes, tels l’anandamide (AEA) et le 2-arachidonylglycérol (2-AG) 

ainsi que l’élucidation progressive de leurs voies de biosynthèse et de dégradation (Piomelli, 

2003), que nous fûmes en mesure de commencer à comprendre les mécanismes propres à l’ECS 

qui sous-tendent cette sensation de faim, voire même de fringale, qui accompagne la 

consommation de marijuana, et de considérer le rôle de l’ECS dans la régulation de la balance 

énergétique. En effet, les CB1Rs sont abondamment exprimés dans le CNS ; c’est notamment 

le cas dans des régions contrôlant la prise alimentaire et la dépense énergétique, telles que 

l’hypothalamus et le tronc cérébral (Cota, 2008; Quarta et al., 2010 ; Bajzer et al., 2011) et 

celles impliquées dans le circuit de la récompense, telles que le nucleus accumbens (NAc) 

(Parsons and Hurd, 2015) ; mais également dans le système nerveux périphérique et dans les 

organes impliqués dans l’homéostasie énergétique, tels que le système digestif, le tissu adipeux, 

le foie et les muscles (Cota, 2007; Quarta et al., 2011 ; Bermudez-Silva et al., 2012). De plus, 

l’inhibition de l’ECS est bénéfique dans le traitement de l’obésité et d’autres troubles 

métaboliques (Bermudez-Silva et al., 2012 ; Silvestri and Di Marzo, 2013). Le rimonabant, un 

médicament anorexigène agissant comme un agoniste inverse des CB1Rs développé et 

commercialisé par le groupe pharmaceutique Sanofi-Aventis, a obtenu une lettre d'admissibilité 

à l'approbation en Europe en 2006 comme agent anti-obésité. Cependant, il a été retiré du 

marché peu de temps après, fin 2008, à cause de troubles psychiatriques graves (dépression, 

envie de suicide), ce qui a eu pour effet de profondément affecter la poursuite des efforts de 

développement médicamenteux de l’industrie pharmaceutique, entraînant l’arrêt de tous les 

programmes de recherche clinique en cours sur les antagonistes des CB1Rs semblables au 

rimonabant. Néanmoins, les études des dix dernières années n’ont pas seulement apporté des 

informations sur de nouveaux rôles physiologiques joués par l’ECS dans le contexte de la 
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balance énergétique mais elles ont également permis d’identifier de nouveaux mécanismes 

d’action, faisant de l’ECS une cible encore plus attractive qu’auparavant pour le traitement de 

l’obésité. 

 

Mon projet de thèse a eu pour objectif de disséquer les mécanismes hypothalamiques 

impliqués dans la détection du statut nutritionnel et de la régulation de la prise alimentaire chez 

la souris. En introduction, je vous décrirai donc l’organisation générale de l’hypothalamus et 

du système mélanocortine impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et de la dépense 

énergétique. Je décrirai ensuite plus en détail la voie de mTOR, impliquée dans la détection du 

statut nutritionnel au niveau de l’hypothalamus. Je développerai son organisation fonctionnelle, 

ses différentes voies et facteurs d’activation, ses effecteurs ainsi que les grandes fonctions 

qu’elle régule. Je soulignerai l’importance de l’une d’entre elles, l’autophagie, responsable 

notamment du renouvellement protéique et de la dégradation des lipides, dont l’implication 

dans le contrôle de la balance énergétique a été depuis peu identifiée. Enfin, j’introduirai l’ECS 

et préciserai les liens existant entre l’ECS et l’hypothalamus dans le contexte de la régulation 

de la balance énergétique. Je poursuivrai par les deux études que j’ai menées dans le contexte 

de mes travaux de thèse. En particulier, dans la première étude, nous avons mis en lien le 

système mélanocortine, la voie de mTOR et l’ECS dans la régulation de la prise alimentaire. 

Nous avons par ailleurs démontré l’existence de deux sous-populations de neurones à pro-

opiomélanocortine (POMC) régissant la prise alimentaire de façon opposée. Dans la seconde 

étude, nous avons examiné l’impact de la délétion de la protéine p62/SQSTM1, dont 

l’interaction avec la voie de mTOR est importante dans l’initiation du processus autophagique, 

dans les neurones à POMC sur la régulation de la balance énergétique en caractérisant une 

nouvelle lignée de souris transgénique possédant une délétion de p62/SQSTM1 restreinte aux 

neurones à POMC. Je terminerai par une discussion générale des différents résultats obtenus. 

L’hypothalamus 

Anatomie générale 

L’hypothalamus et l’hypophyse ont attiré l’attention de nombreux scientifiques et artistes 

depuis leur première description par Galien au IIème siècle avant J.-C. dans son ouvrage De Usu 

Partium. Selon lui, l’hypothalamus serait une voie de drainage et l’hypophyse une fosse 

d’aisance du mucus en provenance des structures ventriculaires cérébrales en direction des 

cloisons nasales. Ces concepts sur le complexe hypothalamo-hypophysaire ont dominé la 

pensée scientifique durant plus de 1200 ans jusqu’au XIVème siècle, quand l’anatomiste italien 
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Mondino de’ Liuzzi, dans son œuvre Anathomia suggère que le troisième ventricule sert comme 

un ‘intégrateur’ des fonctions du corps. Plusieurs de ces idées ont été reprises par Andreas 

Vesalius au XVIème siècle dans son célèbre ouvrage De Humani Corporis Fabrica, notamment 

la première représentation anatomique de la tige infundibulo-hypophysaire, également appelée 

tige pituitaire. Cette attention particulière pour la région hypothalamique a d’ailleurs influencé 

le travail des plus fameux artistes de la Renaissance, tels Léonard de Vinci et Michelangelo 

Buonarroti, dont les représentations graphiques de l’hypothalamus dans les livres d’anatomie 

ou bien sur le plafond de la chapelle Sixtine sont des plus célèbres. Ce n’est cependant qu’au 

début du XXème siècle qu’est réalisée la première investigation expérimentale de 

l’hypothalamus (Bailey and Bremer, 1921 ; King, 2006). L’apparition de l’appareil 

stéréotaxique ainsi que le développement des différentes méthodes histologiques ont ensuite 

considérablement révolutionné la recherche sur le CNS dans la régulation de la balance 

énergétique et permis de déterminer précisément la localisation de chaque noyau 

hypothalamique et d’étudier spécifiquement le rôle de chacun d’entre eux (Woods, 2013). 

L’hypothalamus est une structure dont les fonctions sont très conservées au cours de 

l’évolution, à la différence de nombreuses autres structures du CNS. Il est le centre intégrateur 

des différentes variables des milieux interne et externe et constitue le principal relais entre les 

fonctions inférieures contrôlées par le tronc cérébral et la moelle épinière, et supérieures 

contrôlées, entre autres, par le système limbique, impliqué dans les comportements motivés 

dont la prise alimentaire (Petrovich, 2011), et le cortex. Ainsi, il peut intégrer une grande partie 

des fonctions végétatives dépendant du système nerveux autonome, telles la fréquence 

cardiaque, la vasodilatation et la température corporelle mais intervient également dans la 

régulation des rythmes circadiens, de la différenciation sexuelle, la reproduction et la lactation, 

des réponses au stress et immunitaires, de la prise hydrique et surtout de la balance énergétique. 

L’hypothalamus est une structure du CNS, où il forme la partie ventrale du diencéphale, 

qui permet de maintenir les fonctions vitales de l’organisme à l’intérieur de certaines limites 

physiologiques, ce que l’on appelle l’homéostasie. Il est situé à la base du cerveau, au-dessus 

du tronc cérébral et sous le thalamus dont il est séparé par le sillon hypothalamique de Monro. 

Il forme le plancher et les parois inféro-latérales du troisième ventricule. Il est délimité en avant 

par les chiasmas optiques, en arrière par le tegmentum mésencéphalique et il est relié à 

l’hypophyse par la tige infundibulaire et l’éminence médiane. On distingue trois régions 

principales : l’hypothalamus antérieur, l’hypothalamus médial et l’hypothalamus postérieur 

(Flament-Durand, 1980; Whetzel et al., 2011) (Figure 1). 
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Figure 1. Représentation schématique des différents noyaux hypothalamiques en vue 

latérale (adaptée de Benjamin Cummings, http://www.kean.edu/~jfasick/docs/ 

Spring_09_AP-1/Chapter%2012_Part%20I.pdf). 

L’hypothalamus antérieur siège entre la lame terminale et le bord caudal du chiasma 

optique. Il est composé de la LHA, de l’aire préoptique (POA), du noyau hypothalamique 

antérieur (AHN), du PVN, du noyau périventriculaire (PEVN), du SCN, du noyau supraoptique 

(SON) ainsi que de l’organum vasculosum (OVLT) et de l’organe sous-fornical (SFO). 

L’hypothalamus médial entoure le récessus infundibulaire du troisième ventricule qui se 

trouve entre le chiasma optique et les corps mamillaires. Il est composé de l’axe hypothalamo-

hypophysaire (hypophyse et éminence médiane), de la LHA, de l’ARC, du DMN, du VMN et 

du tuber cinereum (TC). 

Les corps mamillaires (MB) forment deux masses proéminentes à la face basale du 

diencéphale et marquent la limite de l’hypothalamus postérieur. Celui-ci comprend donc les 

MB, mais aussi la LHA et le noyau hypothalamique postérieur (PHN). 

Chacune de ces régions comprend donc plusieurs groupements de neurones (ou noyaux 

hypothalamiques) qui sont interconnectés de manière précise et spécifique, établissant des 

projections neuronales vers d’autres noyaux, qui vont être importantes pour l’intégration des 

signaux endogènes et exogènes et la régulation des différentes fonctions végétatives au niveau 

hypothalamique. L’hypothalamus possède également d’importantes connexions, souvent 

réciproques, avec diverses structures du cerveau dont le septum, l’amygdale, l’hippocampe, le 

thalamus, et le cortex cérébral, notamment impliqués dans les processus d’apprentissage et de 

mémoire et les réponses émotionnelles, ainsi que certaines structures impliquées dans le 

système de récompense, telles que l’aire tegmentale ventrale (VTA) et le NAc, procurant la 

motivation nécessaire à la réalisation d'actions ou de comportements adaptés, permettant de 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Motivation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Comportement
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préserver l'individu et l'espèce (recherche de nourriture, reproduction, évitement des dangers, 

etc.). Ces nombreuses connexions permettent à l’hypothalamus d’assurer son rôle de centre 

d’intégration des signaux pour la survie générale de l’organisme. En outre, l’hypothalamus 

constitue une structure clé dans la régulation de la balance énergétique. De nombreux noyaux 

et populations neuronales hypothalamiques ont été révélés comme jouant un rôle dans la 

régulation de cette balance. Ils ont été identifiés grâce à de nombreux travaux étudiant les 

conséquences de lésions focales de régions spécifiques hypothalamiques sur la prise alimentaire 

et le poids corporel (Elmquist et al., 1999). Ces structures permettent d’intégrer les différents 

signaux d’origine périphérique tels que les nutriments (glucides, lipides, protéines) et les 

hormones (par exemple, leptine, insuline, ghréline) afin d’engager les réponses adaptatives 

d’ingestion d’énergie (via les aliments), de stockage et/ou utilisation en agissant sur le système 

nerveux sympathique (SNS) et les organes périphériques impliqués dans la balance énergétique 

(estomac, intestin, foie, pancréas, muscle et tissu adipeux) (Cota et al., 2007a). L’hypothalamus 

contrôle ainsi la prise alimentaire, le métabolisme des nutriments et la dépense énergétique. Les 

principaux noyaux impliqués sont l’ARC, le PVN, le VMN, le DMN, la LHA et, dans une 

moindre mesure, le SCN. 

Le noyau arqué et le système mélanocortine 

De tous les noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la balance 

énergétique, l’ARC est considéré comme étant un des acteurs majeurs (Seeley and Woods, 

2003). Sa localisation dans l’hypothalamus médial, à la base de l’hypothalamus, de part et 

d’autre du troisième ventricule et à proximité de l’éminence médiane, où la présence de 

capillaires fenestrés caractérisés par une barrière hémato-encéphalique incomplète ou 

perméable (Belgardt et al., 2009) facilite sa capacité à détecter les signaux périphériques. De 

plus, l’ARC possède la plus forte expression de récepteurs à la leptine et à l’insuline de 

l’hypothalamus (Baskin et al., 1994; Schwartz et al., 1996), suggérant un rôle critique de ce 

noyau dans l’action de ces hormones dans la régulation de la balance énergétique. L’ARC 

contient des neurones dits de « premier ordre », car ils sont directement stimulés par les signaux 

circulants (Cone et al., 2001; Ciofi et al., 2009). Ces neurones projettent leurs axones sur les 

autres noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la balance énergétique, tels que 

le PVN, ainsi que vers le tronc cérébral (Belgardt and Bruning, 2010). 

Parmi les neurones constituant l’ARC, deux populations aux actions antagonistes ont été 

particulièrement étudiées dans le contexte de régulation de la balance énergétique : une 

population produisant la POMC, dont les produits dérivés diminuent la prise alimentaire, et une 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Comportement_de_reproduction
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population produisant l’agouti-related peptide (AgRP), un puissant peptide augmentant la prise 

alimentaire. Ces peptides agissent sur des récepteurs spécifiques, les récepteurs à la 

mélanocortine (MCR), exprimés par les neurones de « second ordre » au niveau du PVN, du 

VMN et du DMN (De Jonghe et al., 2011). Ces différents acteurs constituent le système 

mélanocortine hypothalamique (Schwartz et al., 1996 ; De Jonghe et al., 2011). Ce système est 

donc un circuit neural formé de cellules exprimant soit la POMC et ses produits dérivés, 

l’hormone adrénocorticotrope (ACTH) et l'hormone stimulant l'α-mélanocyte (α-MSH), 

provenant du clivage post-traductionnel de la POMC, et agonistes des MC3Rs et MC4Rs ; soit 

l’AgRP, antagoniste des MC3Rs et MC4Rs, et des cellules cibles exprimant les MCRs (De 

Jonghe et al., 2011). Dans l’ARC, ces deux populations neuronales co-expriment également, 

chacune, un autre peptide : les neurones à POMC synthétisent aussi le cocaine and amphetamine 

related transcript (CART), un peptide avec un effet anorexigène, tandis que les neurones à 

AgRP synthétisent le neuropeptide Y (NPY), un autre peptide avec un puissant effet orexigène 

(Grill and Kaplan, 2002 ; Hillebrand et al., 2002; Seeley and Woods, 2003). 

De nombreuses études ont également montré que ces neurones semblent interagir entre 

eux : les neurones à AgRP peuvent réguler l’activité des neurones à POMC (Pinto et al., 2004). 

En effet, la grande majorité de ces neurones expriment également l’acide γ-aminobutyrique 

(GABA), principal neurotransmetteur inhibiteur du CNS, et envoient des projections 

inhibitrices aux neurones à POMC, favorisant ainsi la prise alimentaire (Cowley et al., 2001). 

Tandis que les neurones à POMC semblent être beaucoup plus hétérogènes puisque ces 

neurones sont capables de libérer soit du GABA, soit du glutamate, principal neurotransmetteur 

activateur du CNS, voire les deux (Hentges et al., 2009 ; Dicken et al., 2012 ; Jarvie and 

Hentges, 2012 ; Wittmann et al., 2013). Les neurones à POMC répondent différemment aux 

signaux périphériques associés à la faim et à la satiété. Les neurones à POMC sont activés par 

la leptine ou l’insuline tandis que les neurones à AgRP sont inhibés (Takahashi and Cone, 2005 ; 

Williams et al., 2010). Il existe donc, au sein des neurones à POMC, plusieurs sous-populations 

qui se distinguent selon leur capacité à répondre à la leptine et à l’insuline ou selon le type de 

neurotransmetteurs qu’elles libèrent, le GABA, le glutamate ou les deux. 

L’importance de ce système mélanocortine dans le contrôle de l'homéostasie énergétique 

est illustrée dans plusieurs études réalisées chez les rongeurs et chez l’homme (Elmquist, 2001). 

Des mutations inactivatrices du gène Pomc sont décrites chez la souris où elles provoquent une 

augmentation de la prise alimentaire et une obésité (Yaswen et al., 1999 ; Gropp et al., 2005). 

De même chez l’homme, où elles provoquent une obésité morbide et précoce (Krude et al., 

1998). A l’inverse, une surexpression d’AgRP entraîne une augmentation de la prise alimentaire 
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et une obésité chez la souris (Graham et al., 1997), tandis qu’une ablation des neurones à AgRP 

conduit à une anorexie (Gropp et al., 2005; Luquet et al., 2005). Dans le CNS, cinq sous-types 

de MCRs ont été identifiés (Abdel-Malek, 2001). Mais seulement deux d’entre eux sont 

exprimés au niveau de l’hypothalamus et semblent ainsi jouer un rôle important dans la 

régulation de la balance énergétique, les MC3Rs et MC4Rs (Cone et al., 1996) ; même si 

l’action des MC3Rs semble tout de même avoir moins d’ampleur puisque une délétion du gène 

Mc3r chez la souris n’a aucun effet sur le poids corporel ou la prise alimentaire (Butler et al., 

2000 ; Chen et al., 2000). Les MC4Rs sont largement exprimés dans le cerveau, mais sont 

particulièrement denses au niveau du PVN, du VMN, du DMN et de la LHA (Pritchard et al., 

2002). Ils sont activés par l’ACTH et l’α-MSH, et inhibés par l’AgRP (Cone et al., 1996 ; 

Abdel-Malek, 2001 ; Leibowitz and Wortley, 2004). Il est intéressant de noter que les effets 

anoréxigènes des mélanocortines sont médiés par les MC4Rs des cellules parvocellulaires du 

PVN (Balthasar et al., 2005). En effet, l’activation des MC4Rs, notamment par l’ACTH et l’α-

MSH, entraîne la diminution des stocks de graisse corporelle en inhibant la prise alimentaire et 

en favorisant la dépense énergétique, tandis que l’inhibition des MC4Rs, par l’AgRP ou des 

mutations inactivatrices du gène Mc4r, provoquent une augmentation de la prise alimentaire, 

une hyperleptinémie, une hyperinsulinémie associées à une obésité (Yaswen et al., 1999 ; 

Balthasar et al., 2005; Gropp et al., 2005). De même chez l’homme, où les mutations 

inactivatrices du gène Mc4r provoquent une obésité morbide et précoce (Krude et al., 1998). 

La restauration de l’expression des MC4Rs dans le PVN empêche l’émergence de l’obésité 

(Balthasar et al., 2005). Il est également important de souligner que le régime alimentaire, le 

statut nutritionnel et les différentes hormones affectent non seulement le fonctionnement des 

neurones à POMC et à AgRP (Pinto et al., 2004), mais également leur morphologie et leur 

plasticité structurale et synaptique (Gyengesi et al., 2010; Diano et al., 2011 ; Yang et al., 2011). 

Toutes ces données démontrent la nécessité d’un système mélanocortine intact pour le maintien 

d’une bonne homéostasie énergétique. 

Quant au CART et au NPY, qui n’appartiennent pas au système mélanocortine mais sont 

également exprimés par les neurones à POMC et à AgRP, ils vont agir sur des récepteurs 

spécifiques, un récepteur couplé à une protéine Gi/o et les récepteurs Y1 et Y5, respectivement 

(Schaffhauser et al., 1997 ; Kushi et al., 1998; Belgardt et al., 2009). L’administration centrale 

de CART induit une diminution de la prise alimentaire (Kristensen et al., 1998), tandis qu’une 

délétion du gène Cartpt chez la souris entraîne une prise de poids corporel (Asnicar et al., 2001 ; 

Wierup et al., 2005). L’administration centrale de NPY, quant à elle, entraîne une augmentation 

de la prise alimentaire et la prise de poids corporel (Stanley et al., 1986), pouvant conduire à 
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une obésité accompagnée d’une hyperinsulinémie lorsque cette administration est chronique 

(Zarjevski et al., 1993). L’activité des neurones à POMC est également très fortement inhibée 

par le NPY (Roseberry et al., 2004). Cependant, la délétion du gène Npy ou l’ablation des 

neurones à NPY ne modifie ni la prise alimentaire, ni la prise de poids corporel chez la souris 

(Qian et al., 2002 ; Bewick et al., 2005). Ceci indique que d’autres facteurs inhérents aux 

différentes sous-populations de neurones à AgRP et à POMC peuvent également influencer la 

régulation de la balance énergétique. 

L’état énergétique de l’organisme va fortement influencer la manière dont ces deux 

populations neuronales vont réagir en réponse aux signaux périphériques ; elles vont agir de 

façon complémentaire. Lors d’un jeûne, l’activité électrique des neurones anorexigènes et 

l’expression de la POMC et du CART diminuent tandis que l’activité électrique des neurones 

orexigènes et l’expression du NPY et de l’AgRP augmentent, entraînant une augmentation de 

l’appétit, de la prise alimentaire et une diminution de la dépense énergétique (Richard, 2015). 

A l’inverse, lors d’une exposition à la nourriture ainsi que lors d’expériences de « refeeding », 

l’activité des neurones anorexigènes augmente et l’activité des neurones orexigènes diminue. 

Cela entraîne des cascades de signalisation intracellulaire complexes, partiellement connues, 

qui aboutissent à une sensation de satiété, une diminution de la prise alimentaire et une 

augmentation de la dépense énergétique. 

Les autres noyaux hypothalamiques impliqués dans l’homéostasie énergétique 

Le noyau paraventriculaire 

Le PVN, de par sa position, adjacente au troisième ventricule, et du fait qu’il soit l’une des 

régions les plus innervées par les neurones à POMC et à AgRP, est également fortement 

impliqué dans la régulation de la balance énergétique (Cone, 2005). A l’instar du VMN, le PVN 

a peu à peu présenté un rôle de centre de la satiété puisqu’une lésion bilatérale du PVN entraîne 

une augmentation de la prise alimentaire et une obésité (Sims and Lorden, 1986). Il est 

également constamment informé du statut énergétique de l’organisme, grâce à ses afférences 

provenant de l’ARC, du VMN et de la LHA, mais surtout du NTS, qui reçoit les informations 

périphériques via le nerf vague (Valassi et al., 2008). Il se compose de deux populations 

neuronales, les neurones magnocellulaires (MCn) et les neurones parvocellulaires, qui se 

distinguent par leur taille et leurs propriétés électrophysiologiques. Ces neurones sécrètent de 

nombreuses hormones et projettent leurs axones sur l’hypophyse, le système porte 

hypophysaire mais également vers le tronc cérébral et la moelle épinière, permettant au PVN 

de moduler de nombreuses fonctions physiologiques, notamment en modulant l’axe 



13 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), et d’avoir un contrôle fin des réponses 

périphériques, telles que l’activité thermogène du tissu adipeux brun (BAT) et la dépense 

énergétique (Ulrich-Lai and Herman, 2009). 

Le PVN est une des cibles de l’action des mélanocortines. Les MC3Rs et les MC4Rs sont 

exprimés dans les MCn et les neurones parvocellulaires, qui sont recrutés par les neurones de 

« premier ordre » à POMC et à AgRP de l’ARC (Woods, 2005). Le PVN est particulièrement 

impliqué dans la réponse de prise alimentaire induite par le jeûne (Singru et al., 2007). Les 

souris soumises à un jeûne, puis réexposées à la nourriture, présentent une réponse 

hyperphagique ; cette réponse est en partie contrôlée par l’action des neurones à POMC sur le 

PVN (Singru et al., 2007 ; Sanchez et al., 2008). De plus, il semblerait que l’activation des 

neurones à POMC soit très rapide et intervienne avant même que la nourriture ne soit 

consommée, au moment même où la nourriture est présentée à l’animal (Chen et al., 2015). 

Enfin, une sous-population de neurones parvocellulaires projetant sur le NTS et principalement 

glutamatergique a été mise en évidence, suggérant que les neurones parvocellulaires activés par 

l’α-MSH dans le PVN pourraient contribuer à la satiété induite par l’absorption de nourriture 

médiée par le nerf vague à travers des effets sur le NTS, notamment en modulant la sensibilité 

des neurones du NTS aux signaux de satiété provenant du nerf vague via une excitation 

glutamatergique (Singru et al., 2012). 

Quant aux peptides AgRP et NPY, ils entraînent tous les deux une augmentation de la prise 

alimentaire en exerçant leurs effets sur les neurones du PVN. Cependant, leurs actions ne sont 

pas médiées pas les mêmes récepteurs et ont une durée plus ou moins importante. En effet, 

l’administration d’AgRP induit une hyperphagie en agissant sur les MC4Rs, et peut durer 

jusqu’à six jours (Hagan et al., 2000) ; alors que le NPY agit par le biais de ses récepteurs Y1 

et Y5, mais ne dure que quelques heures (Beck, 2006). De plus, une lésion bilatérale du PVN 

ou une délétion des gènes Npy1r et Npy5r dans le PVN bloque l’effet orexigène du NPY 

(Nguyen et al., 2012; Wang et al., 2013). Cependant, bien que les neurones à NPY provenant 

de l’ARC et du DMN projettent leurs axones sur le PVN, seuls ceux provenant du DMN 

projettent sur les régions du tronc cérébral, où sont relayés les messages de satiété du nerf vague 

(Moran, 2010). Ainsi, le PVN semble être la cible privilégiée de l’ARC pour son rôle de 

régulateur de la balance énergétique (Figure 2). 
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Figure 2. Représentation schématique de la régulation hypothalamique de la balance 

énergétique (adaptée de Daniele Focosi, http://www.ufrgs.br/imunovet/molecular_ 

immunology/gastrointestinal.html). 

Les différentes hormones (la leptine sécrétée par le WAT ; l’insuline sécrétée par le pancréas ; 

la ghréline, le GLP-1, la CCK, le PYY, le PP et l’OXM libérés par le tractus gastro-intestinal) 

et nutriments provenant de la périphérie traversent la BHE et sont intégrés au niveau des 

neurones anorexigènes à POMC/CART et orexigènes à AgRP/NPY de l’ARC où ils modulent 

leur activité neuronale et la libération des différents neuropeptides qu’ils expriment. Ces 

neurones émettent des projections et vont à leur tour moduler l’activité des neurones de 

« second ordre », notamment au niveau du PVN, qui en réponse vont réguler la balance 

énergétique. Ces hormones et nutriments agissent également sur le NTS soit directement, soit 

indirectement en modulant les afférences vagales. GLP-1 : glucagon-like peptide-1 ; PP : 

polypeptide pancréatique ; OXM : oxyntomoduline. 

Le noyau ventromédian 

L’importance du rôle du VMN dans la régulation de balance énergétique a été observée 

dans les années 1940. En effet, une lésion bilatérale du VMN entraînait une augmentation de la 

prise alimentaire et une obésité (Hetherington and Ranson, 1942). Récemment, une étude 

utilisant des stimulations électriques du VMN a montré que cette méthode induisait une 

diminution du gain de poids corporel sans modification de la prise alimentaire, confirmant le 

rôle du VMN dans la régulation de la dépense énergétique (Melega et al., 2012). Le VMN 

constitue donc un centre de satiété. Il joue également un rôle dans l’homéostasie glucidique. En 

effet, il est constitué de deux populations neuronales gluco-sensibles : une population qui est 

stimulée par le glucose et inhibée par l’hypoglycémie de type GABAergique, et une population 
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qui est inhibée par le glucose et stimulée par l’hypoglycémie de type glutamatergique (Song et 

al., 2001 ; Tong et al., 2007; Zhu et al., 2010 ; Fioramonti et al., 2011). Le VMN contient 

également des neurones exprimant les MC3Rs et les MC4Rs (Kishi et al., 2003 ; Begriche et 

al., 2011). Une inhibition de ces neurones exprimant les MC3Rs et MC4Rs entraîne une 

augmentation de la prise alimentaire, de la prise de poids corporel, une hyperleptinémie et une 

hyperinsulinémie (de Backer et al., 2011). Il reçoit des projections de l’ARC et émet des 

projections glutamatergiques sur les neurones à POMC de l’ARC (Sternson et al., 2005), mais 

aussi sur le PVN, le DMN, la LHA et le NTS (Canteras et al., 1994; McClellan et al., 2006). 

Enfin, il est également important de noter que le VMN est le noyau hypothalamique possèdant 

la plus forte concentration en mRNA des CB1Rs (Marsicano and Lutz, 1999), et que les 

connections GABAergiques et glutamatergiques provenant des régions corticales et sous 

corticales projettant leurs axones sur le VMN expriment également les CB1Rs (Reguero et al., 

2011), faisant de ce noyau un point important dans la médiation des effets de l’ECS. Ce noyau 

est donc crucial dans le maintien de l’homéostasie énergétique. 

Le noyau dorsomédian 

Des études lésionnelles et de stimulation électrique ont mis en évidence le rôle du DMN 

dans la régulation de la prise alimentaire, de la prise hydrique et de la croissance corporelle 

(Bellinger and Bernardis, 2002). Le DMN fait également partie des noyaux hypothalamiques 

cibles du système mélanocortine. Il exprime les MC3Rs et les MC4Rs et reçoit des projections 

des neurones à POMC et à AgRP provenant de l’ARC (Mountjoy et al., 1994). Il est constitué 

principalement de deux populations neuronales : une population sécrétant l’orexine A (Pinos et 

al., 2011), et une libérant la CCK et étant gluco-sensible (Zhu et al., 2012). Les neurones du 

DMN exprimant les récepteurs Y1 et Y5, seraient donc les cibles des neurones à NPY de l’ARC 

et seraient impliqués dans l’effet orexigène de ce peptide (Bi et al., 2012). De plus, l’exposition 

à un régime riche en graisses augmente l’activité des neurones du DMN (Xin et al., 2000) et le 

DMN est également un site d’action de la leptine (Enriori et al., 2011). Ce noyau participe ainsi 

à la coordination des réponses appropriées pour le maintien de l’homéostasie énergétique, et 

notamment la régulation de la glycémie périphérique par l’intermédiaire des neurones à CCK 

(Zhu et al., 2012). 

L’aire hypothalamique latérale 

La LHA, contrairement aux autres noyaux de l’hypothalamus, possède une organisation 

beaucoup plus étendue. Des études lésionnelles et d’électrostimulation ont démontré qu’elle 

était plutôt une région stimulatrice de la prise alimentaire (Leinninger, 2011). Elle projette des 
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axones sur les autres noyaux hypothalamiques, ainsi que sur d’autres régions extracérébrales, 

tel le système limbique (Petrovich, 2011). Elle possède trois populations neuronales connues : 

une population sécrétant l’hormone de concentration de la mélanine (MCH), qui stimule la prise 

alimentaire (Gomori et al., 2003), une libérant les orexines A et B, qui augmentent l’appétit 

(Sakurai et al., 1998), et une sécrétant du NPY et étant gluco-sensible (Marston et al., 2011). 

Ces populations neuronales semblent, toutes trois, jouer un rôle dans la régulation de la prise 

alimentaire. 

Le noyau suprachiasmatique 

Le SCN est considéré comme le régulateur principal des rythmes circadiens (Albrecht, 

2012). Il est capable de percevoir et d’intégrer les informations environnementales, grâce à ses 

connections avec la rétine notamment, ainsi que les signaux provenant des différents tissus de 

l’organisme, grâce à différentes voies de signalisation intracellulaires telle la voie de mTOR, et 

doit être capable de synchroniser ces informations afin d’orchestrer le fonctionnement des 

différents tissus, et ainsi les comportements (Albrecht, 2012). Cette synchronisation va 

s’effectuer via l’expression de « gènes horloges » par la SCN, qui vont rythmer l’expression et 

la libération de différents neuropeptides, tels que le peptide vasoactif intestinal, la vasopressine 

et le peptide libérant la gastrine et le GABA, qui sont aussi impliqués dans la régulation de la 

balance énergétique (Albrecht, 2012). Le SCN projette des axones sur l’ARC, le PVN et le 

DMN, et va donc pouvoir, dans une certaine mesure, influencer les signaux émis par ces 

populations neuronales en fonction des conditions environnementales et de l’état métabolique 

de l’organisme, afin de garantir l’adaptation des différentes fonctions physiologiques au rythme 

circadien. Des études chez l’homme suggèrent que des perturbations des rythmes circadiens 

sont des facteurs aggravant du syndrome métabolique et peuvent favoriser le développement de 

l’obésité et des problèmes métaboliques associés, tels que le diabète de type 2 (Albrecht, 2012). 

Action des hormones et des nutriments sur les circuits hypothalamiques 

Les neurones hypothalamiques sont capables de détecter les concentrations plasmatiques 

de nombreuses hormones sécrétées par les organes ou tissus périphériques mais également les 

nutriments. En effet, les circuits hypothalamiques répondent aussi bien aux signaux 

anorexigènes, tels que la leptine, l’insuline et les nutriments (glucides, lipides, protéines), 

qu’aux signaux orexigènes, telle la ghréline (Tschop et al., 2000 ; Leshan et al., 2006 ; Del Prete 

et al., 2012 ; Thorens, 2012). Grâce à cette capacité de détection de l’hypothalamus, le cerveau 

est ainsi constamment informé du statut énergétique de l’organisme et peut ainsi adapter la prise 

alimentaire selon les besoins de l’organisme en modulant la réponse des organes qui y 



17 

participent, tels l’estomac, l’intestin, le foie, le pancréas, et contrôler la dépense énergétique par 

le biais du SNS. En parallèle, il module le métabolisme des lipides au niveau du tissu adipeux 

et du foie ainsi que l’homéostasie glucidique. 

Signaux anorexigènes 

La leptine 

La leptine est une hormone sécrétée par le tissu adipeux. Les concentrations plasmatiques 

de leptine sont corrélées à la quantité de masse grasse et reflètent donc l’état des réserves 

énergétiques (Friedman and Halaas, 1998). En effet, la leptinémie plasmatique diminue lors du 

jeûne et s’élève exponentiellement après la prise alimentaire (Kolaczynski et al., 1996). La 

leptine traverse la BHE via les tanycytes pour se lier à son récepteur (ObR) au niveau des 

neurones hypothalamiques, en mettant notamment en jeu la voie Janus kinase 2/signal 

transducer and activator of transcription 3 (Jak2/STAT3), afin d’informer le CNS du statut 

énergétique de l’organisme (Klok et al., 2007 ; Balland et al., 2014). Les neurones à POMC et 

à AgRP expriment les ObRs et sont inversement régulés par la leptine. Tandis que l’activation 

des ObRs des neurones à POMC entraîne la libération de POMC et induit une dépolarisation 

de ces cellules (Cowley et al., 2001), elle entraîne une diminution de la sécrétion de NPY et 

inhibe les neurones à AgRP (Hill et al., 2010). L’administration centrale ou périphérique de 

leptine induit une diminution de la prise alimentaire et du poids corporel (Wang et al., 1997). 

Le jeûne alimentaire entraîne une diminution des concentrations plasmatiques de leptine 

(Mizuno et al., 1998), alors que les patients obèses ont une hyperleptinémie, accompagnée 

d’une résistance à la leptine au niveau central et périphérique (Sainz et al., 2015). 

L’utilisation de modèles génétiques caractérisés par une altération du gène de la leptine ob 

(aussi connus sous le nom de souris ob/ob) ou du gène de son récepteur db (aussi connus sous 

le nom de souris db/db) a montré que ces souris étaient hyperphagiques, obèses et diabétiques 

et présentaient une expression des mRNAs de POMC fortement diminuée. L’administration de 

leptine chez les souris ob/ob permet cependant de restaurer partiellement leurs niveaux 

d’expression (Schwartz et al., 1997; Mizuno et al., 1998). Il a également été montré que la 

délétion du gène db dans les neurones à POMC, entraîne une augmentation de la prise de poids 

corporel et de la masse grasse (van de Wall et al., 2008), une hyperleptinémie et une altération 

de l’expression hypothalamique de POMC et AgRP (Balthasar et al., 2004). Paradoxalement, 

la délétion du gène db dans les neurones à AgRP donne un phénotype similaire, probablement 

due à une réduction de l’activité locomotrice (van de Wall et al., 2008). Ces résultats suggèrent 
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que la leptine inhibe la prise alimentaire via la modulation coordonnée des neurones à POMC 

et à AGRP dans le contrôle de l’homéostasie énergétique. 

La leptine favorise également la dépense énergétique. En effet, elle module le métabolisme 

basal, notamment en réduisant le quotient respiratoire (RER), la température corporelle, la 

consommation en oxygène et l’activité physique chez des souris ob/ob (Hwa et al., 1997; 

Breslow et al., 1999) et des animaux de type sauvage (Scarpace et al., 1997). Cependant, aucune 

corrélation entre la leptinémie et le métabolisme chez des patients sains ou obèses n’a été encore 

démontrée à ce jour (Levine et al., 1999 ; Klok et al., 2007). Enfin, chez des rats obèses 

déficients pour le récepteur à la leptine, les niveaux d’expression hypothalamiques d’AEA et 

de 2-AG ainsi que les niveaux d’expression du mRNA de CB1R dans le PVN et le VMN sont 

augmentés (Di Marzo et al., 2001 ; Jelsing et al., 2009). La leptine, quant à elle, inhibe les 

neurones orexigènes à MCH de la LHA activés par les endocannabinoïdes, via la réduction des 

niveaux de calcium intracellulaires qui entraîne une diminution de la synthèse 

d’endocannabinoïdes (Jo et al., 2005). Ces études suggèrent que la signalisation de la leptine 

inhibe donc l’action de l’ECS au niveau hypothalamique. Tous ces éléments supportent donc 

l’idée que l’ObR et sa voie de signalisation, au sein de l’ARC notamment mais aussi dans 

d’autres régions hypothalamiques, sont des éléments importants dans la médiation des effets de 

la leptine sur la régulation de la balance énergétique. 

L’insuline 

L’insuline est sécrétée par les cellules β des îlots de Langerhans du pancréas. Elle régule 

l’homéostasie glucidique en favorisant notamment l’absorption du glucose au niveau du foie, 

du tissu adipeux et des muscles (Bagdade et al., 1967). Au niveau périphérique, l’insuline a un 

effet anabolique, favorisant la mise en réserve de l’énergie dans les tissus, mais au niveau 

central, l’insuline a un effet catabolique en diminuant la prise alimentaire et en augmentant la 

dépense énergétique (Brown et al., 2006). Les récepteurs à l’insuline (IR) sont abondamment 

exprimés au niveau de l’hypothalamus, notamment au niveau de l’ARC par les neurones à 

POMC et à AgRP (Plum et al., 2005). Tandis que l’insuline provoque une diminution de 

l’expression de NPY (Obici et al., 2001), elle augmente l’expression de POMC mais entraîne 

une hyperpolarisation des neurones à POMC (Benoit et al., 2002 ; Hill et al., 2010). La délétion 

du gène Insr, codant pour les IRs, au niveau du cerveau entraîne une augmentation de la prise 

alimentaire, de la masse grasse et de la prise de poids corporel chez la souris (Bruning et al., 

2000). A l’opposé, la délétion du gène au niveau des neurones à POMC ou à AgRP ne modifie 

ni la prise alimentaire ni la prise de poids corporel mais modifie le métabolisme glucidique 
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périphérique (Konner et al., 2007). L’action de l’insuline sur les neurones à AgRP entraîne une 

inhibition de la néoglucogenèse hépatique (Okamoto et al., 2004), tandis que son effet sur les 

neurones à POMC favorise au contraire la production hépatique de glucose et la dépense 

énergétique (Lin et al., 2010). Les neurones à POMC et à AgRP modulent donc les effets 

centraux de l’insuline sur l’homéostasie glucidique périphérique. Les neurones du VMN, et 

dans une moindre mesure les neurones à NPY de la LHA, semblent aussi impliqués dans les 

effets centraux de l’insuline sur la prise alimentaire et de poids corporel (Varela and Horvath, 

2012). 

Par ailleurs, bien que la leptine et l’insuline semblent médier des réponses neuronales 

quelque peu indépendantes, il semble tout de même y avoir une certaine interaction entre ces 

deux hormones dans l’homéostasie énergétique dans le CNS. En effet, la leptine et l’insuline 

sont capables d’activer les mêmes voies de signalisations au niveau hypothalamique : le 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (PI3K)/protéine kinase B (Akt), mTOR, et la 

protéine kinase activée par la 5’adenosine monophosphatase (AMPK) et de moduler 

l’expression de facteurs de transcription dont Forkhead box O1 (FoxO1) (Ren et al., 2012). 

Cependant, l’activation de PI3K/Akt par la leptine entraîne une activation neuronale, tandis que 

l’activation de cette voie par l’insuline entraîne, au contraire, une inhibition neuronale (Belgardt 

et al., 2009). La leptine et l’insuline sont également capables d’activer la phosphorylation de 

FoxO1, dont un des rôles principaux est d’inhiber l’expression de POMC et d’activer 

l’expression d’AgRP (Kitamura et al., 2006 ; Ren et al., 2012). FoxO1 est alors exporté du 

noyau, permettant la liaison de STAT3 au promoteur du gène Pomc afin de stimuler 

l’expression de POMC, tandis que dans les neurones à AgRP, l’exportation nucléaire de FoxO1 

permet la liaison de STAT3 au promoteur du gène Agrp et ainsi inhibe l’expression de l’AgRP 

(Morrison et al., 2005 ; Ren et al., 2012). L’activation de la voie PI3K par la leptine et l’insuline 

favorise également l’inhibition par mTOR de l’AMPK et, ainsi, ses cibles, impliquées 

notamment dans l’absorption du glucose et la β-oxydation des acides gras (Merrill et al., 1997 ; 

Claret et al., 2007). Les études pharmacologiques et génétiques démontrent que la leptine et 

l’insuline jouent, toutes deux, un rôle essentiel dans la régulation de la balance énergétique, en 

mettant en jeu notamment des voies de signalisation s’avérant, elles aussi, très importantes dans 

la détection des signaux endogènes et exogènes et permettant à l’organisme une adaptation du 

comportement alimentaire. 
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Le glucose 

Le cerveau est différent des autres organes dans le sens où sa source d’énergie principale 

est le glucose (Cota et al., 2007a). En même temps, il doit être capable de détecter les variations 

de glycémie plasmatique afin de maintenir un niveau d’énergie satisfaisant pour le bon 

fonctionnement de l’organisme. L’hyperglycémie favorise la diminution de la prise alimentaire 

par la sécrétion d’insuline et en activant les neurones anorexigènes à POMC (Ibrahim et al., 

2003 ; Wang et al., 2004 ; Leloup et al., 2006). Tandis que l’hypoglycémie stimule la prise 

alimentaire par la sécrétion de glucagon et en activant les neurones orexigènes à AgRP (Biggers 

et al., 1989 ; Muroya et al., 1999 ; Nonogaki, 2000; Chen et al., 2012). L’idée d’une dichotomie 

entre différentes populations neuronales quant à la détection du glucose a d’ailleurs déjà été 

émise au début des années 1960, suggérant l’existence de neurones gluco-sensibles, activés ou 

inhibés directement par le glucose (Anand et al., 1964 ; Oomura et al., 1964). Les neurones 

gluco-sensibles sont notamment retrouvés dans plusieurs régions hypothalamiques, dont le 

VMN et l’ARC (Claret et al., 2007 ; Fioramonti et al., 2007). Les neurones gluco-activés du 

VMN sont activés lors d’une hyperglycémie via l’ouverture de canaux potassiques sensibles à 

l’ATP, favorisant leur dépolarisation (Ashford et al., 1990), tandis que les neurones gluco-

activés à POMC semblent faire intervenir l’AMPK (Claret et al., 2007). Les neurones gluco-

inhibés du VMN sont, quant à eux, activés lors d’une déplétion en glucose via une interaction 

entre l’AMPK et le monoxyde d’azote entraînant la fermeture de canaux chlorure et une 

augmentation de la fréquence des potentiels d’action (Murphy et al., 2009 ; Fioramonti et al., 

2010), tandis que les neurones gluco-inhibés à AgRP/NPY ne font intervenir ni l’AMPK, ni le 

NO (Fioramonti et al., 2007 ; Leshan et al., 2012). Ces données suggèrent que l’hypothalamus 

semble médier directement l’action du glucose sur la modulation de la prise alimentaire, 

notamment via le recrutement de l’AMPK, et possiblement de mTORC1, au niveau de l’ARC. 

Les acides gras 

Des études récentes ont montré qu’une certaine catégorie de lipides, les acides gras, sont 

capables d’agir directement sur le système mélanocortine et de moduler le comportement 

alimentaire et le métabolisme. En effet, l’administration centrale d’acides gras entraîne une 

diminution de la prise alimentaire associée à une réduction de l’expression de NPY sans 

variation de l’expression de POMC (Clement et al., 2002; Obici et al., 2002). A l’inverse, 

l’administration centrale d’un inhibiteur de la synthèse des acides gras entraîne une diminution 

de la prise alimentaire (Clegg et al., 2002). Bien que l’oxydation des acides gras ne soit pas la 

source privilégiée par le cerveau afin de lui fournir de l’énergie (Zauner et al., 2002), la présence 
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dans l’hypothalamus des principales enzymes impliquées dans la biosynthèse des acides gras a 

suscité une étude plus approfondie quant au rôle possible de ces enzymes dans le cerveau. En 

effet, les niveaux d’expression du manolyl-coenzyme A (manolyl-CoA), produit par l’acétyl-

coenzyme A carboxylase (ACC), au niveau de l’hypothalamus sont diminués lors d’un jeûne et 

augmentés lors d’un paradigme de refeeding et fonctionnent comme un signal de satiété (Hu et 

al., 2003 ; Cha et al., 2006 ; Lopez et al., 2006). La régulation de l’ACC est sous le contrôle 

négatif de l’AMPK, entraînant la réduction des niveaux d’expression de manolyl-CoA (Kudo 

et al., 1995). De plus, l’administration de leptine, qui inhibe l’AMPK entraîne l’activation de 

l’ACC et une augmentation des niveaux de manolyl-CoA (Gao et al., 2007). L’acide gras 

synthase est, quant à elle, une enzyme importante de la synthèse de novo d’acides gras, utilisant 

le manolyl-CoA comme substrat. Un inhibiteur de la FAS entraîne une diminution de la prise 

alimentaire, associée à une réduction de l’expression du gène Npy et une augmentation des 

niveaux de manolyl-CoA, indépendamment de l’action de l’AMPK ou de l’ACC (Loftus et al., 

2000 ; Lopez et al., 2006). La délétion du gène codant pour la FAS spécifiquement dans l’ARC 

et le PVN entraîne une diminution de la prise alimentaire et du poids corporel (Chakravarthy et 

al., 2007). Ces données suggèrent que le cerveau est un site clé dans l’action des acides gras sur 

la modulation de la prise alimentaire. 

Les acides aminés 

Les protéines sont des macromolécules constituées d’une ou de plusieurs chaînes 

polypeptidiques, elles-mêmes constituées de résidus d’acides aminés. Ces acides aminés sont 

également connus pour moduler la prise alimentaire. En effet, l’administration centrale de 

leucine, un des neuf acides aminés essentiels pour l’homme et utilisé dans la biosynthèse des 

protéines, inhibe la prise alimentaire (Cota et al., 2006) et active les neurones à POMC (Blouet 

et al., 2009; Blouet and Schwartz, 2010). De plus, cette diminution de la prise alimentaire 

associée à l’administration centrale de leucine dépend du recrutement de mTOR et de 

l’inhibition de l’AMPK au niveau de l’hypothalamus (Cota et al., 2006 ; Ropelle et al., 2008 ; 

Blouet et al., 2009). En outre, l’administration centrale de leucine diminue les niveaux 

d’expression des gènes Agrp et Npy et augmente ceux de Pomc dans l’ARC (Cota et al., 2006 ; 

Morrison et al., 2007; Ropelle et al., 2008). Enfin, son administration orale chronique semble 

améliorer la prise de poids corporel, l’adiposité et la résistance à l’insuline induites par un 

régime HFD (Zhang et al., 2007 ; Macotela et al., 2011 ; Binder et al., 2013), et est également 

associée à une réduction de la prévalence de l’obésité chez l’homme (Qin et al., 2011). 

Cependant, des études récentes ont montré des taux circulants de leucine importants associés à 
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une résistance à l’insuline et un diabète chez des sujets obèses, due à une dysrégulation du 

métabolisme des acides aminés (Newgard et al., 2009 ; Wang et al., 2011). 

Une hormone orexigène : la ghréline 

La ghréline est une hormone sécrétée par le système digestif, notamment par l’estomac et 

le duodénum (Yoshihara et al., 2002). Elle est responsable de la sensation de faim et de 

l’initiation de la prise alimentaire. Sa concentration plasmatique augmente juste avant les repas, 

puis diminue rapidement ensuite (Cummings et al., 2001). La ghréline se lie à son récepteur, le 

growth hormone secretagogue receptor (GHSR), pour exercer ses effets au niveau des organes 

cibles périphériques mais est également capable de traverser la BHE pour agir sur les neurones 

hypothalamiques, notamment au niveau de l’ARC (Horvath et al., 2001). Contrairement à la 

leptine, elle stimule les neurones à AgRP et inhibe l’activité des neurones à POMC (Cowley et 

al., 2003). Elle diminue également l’action anorexigène de la leptine (Kamegai et al., 2001). 

L’administration aiguë ou chronique périphérique de ghréline entraîne une augmentation de la 

prise alimentaire associée à une augmentation de la masse grasse (Tschop et al., 2000). Les 

concentrations plasmatiques de ghréline sont d’ailleurs diminuées chez les sujets obèses tandis 

qu’elles augmentent en cas d’anorexie (Hansen et al., 2002 ; Stock et al., 2005). Cependant, 

certaines études suggèrent que la ghréline totale ne reflète pas exactement la réalité et qu’il 

serait préférable de prendre en considération les concentrations de ghréline acylée et ghréline 

non acylée, produits post-transcriptionnels, qui semblent être régulées différentiellement après 

un repas ou au cours de l’exercice physique (Mackelvie et al., 2007 ; Dardzinska et al., 2014). 

 

Ces différents signaux régulant la prise alimentaire reflètent le statut énergétique de 

l’organisme. Ils vont agir, voire interagir entre eux, au niveau central afin de moduler à long 

terme la balance énergétique. Dans le cas d’une dérégulation chronique de cette balance 

énergétique, comme dans le cas d’une obésité, les systèmes de régulation sont affectés, voire 

même ne plus être fonctionnels, et les conséquences peuvent être dramatiques. Les études 

actuelles se focalisent sur le rôle physiologique de tels systèmes de détection, comme la voie 

de signalisation de mTOR, qui vont ensuite moduler la balance énergétique, notamment au 

niveau hypothalamique dans les neurones à POMC et à AgRP de l’ARC. Ces systèmes de 

détection pourraient ainsi constituer des cibles de choix pour le traitement de l’obésité. 
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La voie de signalisation de mTOR 

Vue d’ensemble 

Des fonctions cellulaires adaptées et la survie de l'organisme dépendent de la détection 

précise de la disponibilité des stocks énergétiques et de son couplage avec la croissance 

cellulaire et l'activité métabolique. Au cours des dix dernières années, mTOR est apparu comme 

un acteur critique dans la détection d'énergie cellulaire en raison de sa capacité à coupler la 

disponibilité des nutriments, des facteurs de croissance, des signaux hormonaux et de l'oxygène 

avec la régulation de la synthèse des protéines et des lipides, la biogenèse lysosomale, 

l’autophagie et l’activité et la morphologie des neurones (Laplante and Sabatini, 2012; Costa-

Mattioli and Monteggia, 2013). Au niveau de l'organisme, mTOR est impliquée dans la 

régulation de l'équilibre énergétique et le métabolisme, de par son action sur le CNS et les 

circuits neuronaux contrôlant la prise alimentaire et le poids corporel, ainsi que sur les organes 

périphériques, où mTOR affecte à la fois le métabolisme du glucose et des lipides. La 

dérégulation de la voie de mTOR caractérise des maladies telles que l'obésité, le diabète de type 

2, le cancer et les maladies neurodégénératives, démontrant l’importance de mTOR sur le 

maintien de l’homéostasie énergétique. 

Dans les années 1970, il a été trouvé dans un échantillon de sol de l’île de Pâques, appelée 

Rapa Nui par ses habitants, une souche bactérienne, Streptomyces hygroscopicus, produisant 

un métabolite antifongique. Ce métabolite a été purifié et identifié comme étant une lactone 

macrocyclique, que l’on nommera par la suite rapamycine (RAPA) d’après son lieu de 

découverte. Il a été démontré, peu de temps après, que la RAPA présentait des effets 

immunosuppresseurs et était capable de supprimer la prolifération cellulaire (Vignot et al., 

2005) ; ce qui a poussé les chercheurs à une enquête plus approfondie sur ses propriétés et sur 

mTOR, sa protéine cible. C’est dans les les années 1990, que mTOR a été pour la première fois 

identifiée chez la levure Saccharomyces cerevisiae, et dont les mutations lui confèrent une 

résistance aux effets inhibiteurs de la RAPA sur la croissance celullaire (Heitman et al., 1991 ; 

Sabatini et al., 1994). 

La protéine mTOR est une enzyme intracellulaire de 289 kDa à activité sérine/thréonine 

kinase appartenant à la famille protéique phosphatidylinositol 3-kinase (PIK)-related protein 

kinases (PIKK), elle-même régulée par phosphorylation (Heitman et al., 1991; Sabatini et al., 

1994). Cette enzyme possède une structure hautement conservée avec 95% d’homologie de 

séquence entre la souris, le rat et l’homme (Janus et al., 2005). Par ailleurs, chez la souris, 

l’invalidation du gène TOR au stade embryonnaire est létale (Murakami et al., 2004). mTOR 
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possède à son extrémité N-terminale vingt motifs répétés non-identiques et riches en leucine 

huntingtine, facteur d’élongation 3, protéine phosphatase 2A et TOR1 (HEAT), qui forment 

des paires d’hélices α antiparallèles, et qui seraient impliqués dans les interactions protéine-

protéine (Andrade and Bork, 1995 ; Andrade et al., 2001). Ils sont suivis d’un domaine FK506-

binding protein of 12 kDa (FKBP12)-rapamycin-associated protein, ataxia telangiectasia 

mutated, transformation/transcription domain associated protein (FAT) en position interne. 

Puis, à l’extrémité C-terminale, se trouve une séquence FKBP12-Rapamycin binding domain 

(FRB) suivie du domaine catalytique ; la RAPA va former un complexe avec son récepteur 

intracellulaire FKBP12, et ce complexe, en se fixant spécifiquement à la FRB, va inhiber 

l’activité kinase de mTOR (Choi et al., 1996; Hay and Sonenberg, 2004). Le domaine 

catalytique contient différents sites de phosphorylation qui sont les cibles de kinases localisées 

en amont tels que l’AMPK, qui inhibe mTOR, ou AKT, qui active mTOR, ou en aval telle la 

protéine ribosomale S6 kinase 1 (S6K1) (Laplante and Sabatini, 2012; Martinez de Morentin et 

al., 2014). Enfin, la dernière séquence, FAT C-terminal (FATC), est essentielle pour l’activité 

kinase ; elle fonctionne en tandem avec le domaine FAT et est indispensable à la fonction de 

mTOR (Dames et al., 2005) (Figure 3). 

 

Figure 3. Représentation schématique des composants de mTORC1 (adaptée de Yang Q and 

Guan K-L, Cell research, 2007). 

HEAT : domaine d’interaction protéine-protéine formant deux paires d’hélices α antiparallèles 

retrouvé chez l’huntingtine, le facteur d’élongation 3, la protéine phosphatase 2A et TOR1 ; 

FAT : un domaine partagé par la FKBP12-rapamycin-associated protein, l’ataxia 

telangiectasia mutated, et la transformation/transcription domain associated protein, qui sont 

des membres de la famille des PIKK ; FRB : FKBP12/rapamycin binding domain ; FATC : 

FAT C-terminal. 

Chez les mammifères, la protéine mTOR prend part à la formation de deux complexes 

protéiques distincts, mTORC1 et mTORC2, qui sont le résultat de l’interaction de protéines 

spécifiques avec mTOR (Figure 4). Ils régulent des fonctions cellulaires distinctes et possèdent 

une sensibilité différente à la RAPA (Bhaskar and Hay, 2007). En effet, l’interaction de la 

RAPA avec mTOR se produit généralement lorsque la protéine kinase fait partie intégrante de 

mTORC1. Toutefois, une exposition prolongée au macrolide peut également inhiber mTORC2 

en séquestrant mTOR, en particulier dans certains types cellulaires (Sarbassov et al., 2006). 

mTORC1 est constitué de mTOR, d’une protéine de régulation associée à mTOR (Raptor), le 
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mammalian lethal with Sec13 protein 8 (mLST8), le prolin-rich Akt/PKB substrate 40 kDa 

(PRAS40) et la DEP domain containing mTOR interacting protein (Deptor) (Sancak et al., 

2007 ; Peterson et al., 2009). Tandis que mTORC2 comprend mTOR, le compagnon de mTOR 

insensible à la RAPA (Rictor), de la protéine kinase activée par le stress (mSin1), de Deptor et 

de proteins oberved with Rictor 1 and 2 (Protor-1 and 2) (Laplante and Sabatini, 2012). 

L’invalidation génétique des différents composants de mTORC1 et mTORC2 ont permis de 

différencier le rôle de ces deux complexes dans le développement embryonnaire et l’importance 

fonctionnelle des différents composants de ces complexes. 

 

Figure 4. Régulation de la voie de mTORC1 (adaptée de Haissaguerre M, Saucisse N, et al, 

Mol Cell Endocrinol, 2014). 

mTORC1 est activé par les hormones, les facteurs de croissance et les nutriments. En amont, 

différentes kinases modulent l'activité de mTORC1 en convergeant sur le complexe TSC1/TSC2. 

Les hormones et les facteurs de croissance, par le biais de la voie PI3K/Akt ou en recrutant 

ERK, vont inhiber le complexe TSC1/TSC2 et donc induire l’activation de mTORC1. La 

déplétion en glucose ou en ATP, ainsi que l’hypoxie et les dommages de l’ADN vont entraîner 

l’activation de l’AMPK, qui va inhiber mTORC1 via l’activation du complexe TSC1/TSC2 ou 

en phosphorylant directement Raptor. L’activation de mTORC1 entraîne la phosphorylation de 

ses protéines effectrices S6K1, S6 et 4E-BP1 et la modulation de plusieurs fonctions 

cellulaires : la survie et prolifération cellulaire, la synthèse protéique, le métabolisme des 

lipides, la biosynthèse mitochondriale et la biogenèse des lysosomes et l’autophagie. mTORC2 

peut également être active par l’insuline et les facteurs de croissance via la voie PI3K/Akt, et 

favoriser ainsi l’activation de mTORC1. SGK1 : serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 ; 

PKCα : protéine kinase C alpha ; hVps34 : PI3K de classe III. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_kinase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Stress
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Ces différents composants sont capables de réguler l'activité du complexe mTOR ou 

possèdent des sous-unités spécifiques contrôlant des cibles spécifiques. Par exemple, Raptor, 

une protéine de 150 kDa, n’a pas d’activité enzymatique propre, mais son intégrité est 

indispensable pour la formation du complexe (Bhaskar and Hay, 2007) et l’activité kinase de 

mTORC1 (Guertin et al., 2006) mais aussi pour le recrutement des substrats de mTORC1 (Hara 

et al., 2002). En milieu pauvre en glucose ou acides aminés, Raptor se lie avec une haute affinité 

à mTOR, maintenant le complexe dans une conformation inactive, tandis qu’en milieu riche en 

glucose ou leucine, cette interaction est moins forte, permettant ainsi à mTOR de phosphoryler 

ses cibles (Kim et al., 2002). De même, PRAS40 et Deptor, en se liant à Raptor, régulent 

négativement la capacité de mTORC1 à phosphoryler ses cibles (Oshiro et al., 2007 ; Peterson 

et al., 2009). L’activation de mTOR induit la phosphorylation de ces 2 protéines, favorisant leur 

dissociation et permettant l’activation du complexe (Wang et al., 2007). Quant à mLST8, elle 

interagit directement avec mTOR pour favoriser, bien que n’étant pas nécessaire, son activité 

kinase (Guertin et al., 2006). Pour Rictor, sa liaison avec mTORC2 ainsi que son interaction 

avec mSin1 sont essentielles pour la formation et la stabilité du complexe et la phosphorylation 

de ses cibles (Sarbassov et al., 2004; Jacinto et al., 2006). Enfin, Deptor fonctionne également 

comme un régulateur de mTORC2 en inhibant sa capacité à phosphoryler ses cibles (Peterson 

et al., 2009). 

Des deux complexes, mTORC1 est de loin le mieux caractérisé. En répondant rapidement 

aux niveaux d’énergie intracellulaires, aux nutriments, aux facteurs de croissance et aux 

hormones, mTORC1 contrôle une multitude de fonctions intracellulaires, allant de la croissance 

et prolifération cellulaire à l’activité neuronale, en passant par l’expression génique et 

l’autophagie (Laplante and Sabatini, 2012 ; 2013). mTORC1 est aussi le complexe le mieux 

étudié pour son implication dans la régulation de l'équilibre énergétique et du métabolisme. 

mTORC2 est connu pour réguler la dynamique du cytosquelette (Oh and Jacinto, 2011) et est 

également impliqué dans le contrôle de la taille et la morphologie des neurones, ainsi que de la 

plasticité synaptique (Huang et al., 2013 ; Thomanetz et al., 2013) ; des fonctions que l’on 

pensaient jusqu'à très récemment être sous le contrôle exclusif de mTORC1. Enfin, une étude 

récente fournit également des preuves sur l'implication de mTORC2, et notamment de Rictor, 

dans la régulation centrale de l'équilibre énergétique (Kocalis et al., 2014). 
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Régulation de la voie de mTORC1 

Régulateurs en amont de mTORC1 

mTORC1 intègre les informations provenant de plusieurs voies de signalisation qui sont 

impliquées à la fois dans des événements physiologiques et pathologiques. Les facteurs de 

croissance et les hormones, la disponibilité des nutriments ainsi que le statut énergétique 

intracellulaire, vont, en engageant soit ces voies de signalisation soit mTOR directement, 

contribuer à l'activation de mTORC1. mTORC1 va, en réponse, induire la croissance et 

prolifération cellulaire, la synthèse protéique et ainsi promouvoir l’activité neuronale, et dans 

le même temps, inhiber l’autophagie, un processus d’auto-dégradation qui permet de fournir 

des substrats énergétiques en cas de déficit énergétique (Zoncu et al., 2011). 

La protéine homologue Ras enrichie dans le cerveau (Rheb) est une guanosine 

triphosphate(GTP)ase en amont de mTORC1, qui, dans des conditions de fixation du GTP, 

l’active. Elle est régulée par l’activité d’une protéine activant la GTPase (GAP), la tuberous 

sclerosis complex 2 (TSC2), qui est stabilisée par la tuberous sclerosis complex 1 (TSC1) 

(Huang and Manning, 2008). La phosphorylation du complexe TSC1/TSC2 inhibe son activité 

GAP, entraînant l’activation de Rheb et, ainsi, de mTORC1 (Cheadle et al., 2000). 

mTORC1 est une des cibles de la voie de signalisation PI3K/Akt, recrutée notamment par 

l’insuline et la leptine mais aussi par les facteurs de croissance, tel le facteur de croissance 

apparenté à l'insuline 1 (IGF-1), ainsi que par l’intermédiaire de la protéine Ras (Laplante and 

Sabatini, 2012). L’insuline et l’IGF-1 activent leurs récepteurs spécifiques à activité tyrosine 

kinase, qui phosphorylent et recrutent différents récepteurs envers des substrats (IRS). Ces IRS 

sont à leur tour phosphorylés et exposent ainsi des sites de fixation pour des partenaires, tels 

que PI3K, qui va alors convertir le phospholipide membranaire phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3-phosphate (PIP3). PIP3 peut ensuite se lier à 

Akt, une enzyme à activité sérine/thréonine kinase, qui joue un rôle fondamental dans la survie 

cellulaire et l’apoptose (Fruman et al., 1998; Chalhoub and Baker, 2009). Akt est alors 

transloquée du cytoplasme à la membrane cellulaire, et activée à travers la phosphorylation de 

deux sites régulateurs, les résidus thréonine 308 et la sérine 473. La thréonine 308 est 

phosphorylée par la phosphatidylinositol 3 dependent kinase 1 (PDK1) (Alessi et al., 1996), 

tandis que la phosphorylation de la serine 473 est sous le contrôle de mTORC2 (Sarbassov et 

al., 2005). Une fois activée, Akt phosphoryle et inhibe TSC2 (Wullschleger et al., 2006). Rheb 

peut alors activer mTORC1 (Sengupta et al., 2010). Par ailleurs, la phosphatase et homologue 

de la tensine (PTEN) est un important régulateur négatif de la voie PI3K/Akt, qui, par son 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol-3-phosphate
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activité phosphatase lipidique contrecarre la fonction kinase de PI3K, et ainsi inhibe l'activation 

d’Akt et mTORC1 (Song et al., 2012). 

Les facteurs de croissance, les hormones et les cytokines peuvent également activer 

mTORC1 en recrutant la kinase régulée par un signal extracellulaire (ERK), une protéine kinase 

activée par les agents mitogènes (MAPK), qui peut phosphoryler le complexe TSC1/TSC2 et 

ainsi activer mTORC1 (Ma et al., 2005). De plus, la voie de signalisation Wnt, qui est très 

importante pour le développement cellulaire, peut activer la voie mTORC1 en inhibant la 

glycogène synthase kinase 3 (GSK3) (Inoki et al., 2006). GSK3, quant à lui, inhibe mTORC1 

en activant TSC2 (Inoki et al., 2006). 

L’AMPK est activée dans les situations de déplétion énergétique cellulaire, notamment en 

cas de diminution du taux d’ATP (Kemp et al., 1999), de déplétion en glucose (Viollet et al., 

2003), en cas d’hypoxie ou de stress oxydant. L’AMPK est exprimé dans la majorité des tissus 

et est particulièrement impliqué dans l’homéostasie glucidique (Rutter et al., 2003). L’AMPK 

est un hétérotrimère composé d’une sous-unité catalytique α et de deux sous-unités régulatrices 

β et γ. Son activation mène à la phosphorylation de TSC2, activant sa fonction GTPase, et 

inhibant ainsi mTORC1 (Inoki et al., 2003 ; Corradetti et al., 2004). L’AMPK supprime 

également la signalisation de mTORC1 en phosphorylant directement Raptor ou S6K1 (Kimura 

et al., 2003; Cheng and Russell, 2004 ; Sengupta et al., 2010), tandis qu’à l’inverse, S6K1 régule 

négativement l’AMPK, un phénomène qui semble important pour l'action hypothalamique de 

la leptine sur la prise alimentaire (Dagon et al., 2012). En effet, au niveau hypothalamique, 

l’activation de l’AMPK favorise la prise alimentaire (Minokoshi et al., 2004). 

La capacité de l'insuline à activer mTORC1 est altérée par une réduction des niveaux 

cellulaires d'ATP, due soit à une réduction du glucose ou à l'inhibition de la respiration 

mitochondriale, suggérant que l’énergie cellulaire influe directement sur l'activité de mTORC1 

(Dennis et al., 2001). De plus, les facteurs de stress cellulaires tels que l'hypoxie et les 

dommages de l'ADN peuvent également inhiber mTORC1. En effet, l’hypoxie induit 

l'expression du facteur induit par l’hypoxie (HIF1α) et de la protéine regulated in development 

and DNA damage responses 1 (REDD1). Tandis que REDD1 active TSC2, inhibant ainsi 

mTORC1 (Sofer et al., 2005), HIF1α ne semble pas être nécessaire dans la médiation de cet 

effet (Arsham et al., 2003). Enfin, les acides aminés, notamment la leucine et l’arginine, qui 

sont les éléments constitutifs des protéines mais également des intermédiaires de la synthèse 

des lipides et de l’ATP, sont nécessaires à l’activation de mTORC1, et leur déplétion ne peut 

être compensée par aucun autre stimulus activateur de mTORC1 (Hara et al., 1998 ; Bauchart-

Thevret et al., 2010 ; Han et al., 2012 ; Jewell and Guan, 2013). Cependant, ce stimulus essentiel 
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à l’activation de mTORC1 est aussi celui dont les mécanismes de transduction sont les moins 

bien connus (Jewell and Guan, 2013). 

Effecteurs de mTORC1 

Sachant que mTORC1 est l'un des ‘senseurs’ d’énergie clés, tant au niveau cellulaire qu’au 

niveau de l'organisme, il est peu surprenant que sa voie de signalisation soit impliquée dans 

plusieurs processus cellulaires essentiels, allant de la croissance et prolifération cellulaire, au 

contrôle de la synthèse protéique et lipidique, en passant par l’activité neuronale et l’autophagie. 

La synthèse et traduction des protéines sont indispensables pour la croissance cellulaire et 

font partie des fonctions cellulaires les plus étudiées régulées par mTORC1. mTORC1 

phosphoryle S6K1 et la protéine se liant au facteur d’initiation eucaryote 4E (4E-BP1), qui 

induisent respectivement la biogenèse de mRNA et la traduction cap-dépendante (Laplante and 

Sabatini, 2012 ; Martinez de Morentin et al., 2014). S6K1 est une protéine à activité 

sérine/thréonine kinase de 70 kDa localisée dans le cytoplasme (Peterson et al., 1999). Une fois 

activée, S6K1 phosphoryle la protéine ribosomale S6, appartenant à la sous-unité ribosomale 

40S (Averous and Proud, 2006). L’activation de S6 par S6K1 entraîne l’initiation et 

l’élongation de la transcription des mRNAs mais également des RNAs ribosomaux et des RNAs 

de transfert, ainsi que la croissance et prolifération cellulaire (Laplante and Sabatini, 2012). 

L’AMPK, inhibant mTORC1, peut également induire une diminution de la phosphorylation de 

S6K1 (Kimura et al., 2003). En cas d’activation chronique de la voie mTORC1, S6K1 peut 

exercer un rétrocontrôle négatif sur la voie de signalisation PI3K/Akt, recrutée par l’insuline, 

pouvant mener à une désensibilisation et résistance à l'insuline (Um et al., 2004). 4E-BP1, quant 

à elle, est une protéine régulant négativement la traduction (Poulin et al., 1998). Elle forme un 

complexe avec le facteur d’initiation eucaryote 4E (eIF4E) empêchant l’initiation de la 

traduction des mRNAs. La phosphorylation de 4E-BP1 par mTORC1 entraîne la dissociation 

du complexe, libérant ainsi eIF4E et permettant donc l’initiation de la traduction (Gross et al., 

2003). L’état de phosphorylation de S6K1, S6 et 4E-BP1 est souvent utilisé comme un 

marqueur de l’activité de mTORC1 dans les cellules et les tissus. 

En plus de contrôler la synthèse des protéines, mTORC1 régule positivement des 

composants impliqués dans la biosynthèse des ribosomes et la production d'ATP mitochondrial. 

En effet, mTORC1 augmente le flux glycolytique en activant la transcription et la traduction de 

HIF1α (Duvel et al., 2010). Alors que d’autres études ont montré que mTORC1 augmente la 

teneur en ADN mitochondrial et le métabolisme oxydatif en activant le coactivateur 1α du 

récepteur γ activé par les proliférateurs de peroxysomes (PGC1α), permettant ainsi son 
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interaction avec le facteur de transcription yin-yang 1 (YY1) (Cunningham et al., 2007). 

mTORC1 peut également augmenter la respiration oxydative en phosphorylant STAT3, 

conduisant à sa translocation dans les mitochondries (Wegrzyn et al., 2009). Afin de stimuler 

la croissance cellulaire, mTORC1 régule la synthèse des lipides nécessaires à la génération des 

membranes cellulaires, en recrutant notamment les protéines de liaison régulées par les stérols 

(SREBP-1) (Porstmann et al., 2008; Duvel et al., 2010). De plus, l'activité de mTORC1 favorise 

l'accumulation de lipides, l'adipogenèse et la différenciation des adipocytes en augmentant 

l'expression et l'activité des récepteurs γ activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPARγ). 

Enfin, en conditions riches en nutriments, mTORC1 favorise les processus anaboliques 

cellulaires en inhibant l'autophagie, un processus nécessaire au recyclage des organites et 

protéines intracellulaires endommagés, et pour l'adaptation de la cellule à un environnement 

déprivé en nutriments (Laplante and Sabatini, 2013). En particulier, mTORC1 phosphoryle la 

kinase pro-autophagique de type unc-51 (ULK1), inhibant son interaction avec l’AMPK et la 

formation d’un autophagosome, empêchant ainsi l’autophagie (Kim et al., 2011a). mTORC1 

nécessite également la présence d’une protéine adaptatrice impliquée dans la reconnaissance 

des substrats spécifiques et leur recrutement vers l’autophagosome : la protéine s’associant à 

l’ubiquitine p62 ou séquestrome 1 (p62/SQSTM1), assurant la relocalisation de mTORC1 à la 

membrane lysosomale (Sancak et al., 2008 ; Duran et al., 2011 ; Johansen and Lamark, 2011). 

Le rôle de mTORC1 dans la régulation de la balance énergétique 

mTORC1 est impliqué dans le métabolisme périphérique et central des nutriments et dans 

la régulation hypothalamique de la balance énergétique. mTORC1 régule cette homéostasie 

énergétique en modulant l’activité de certaines populations neuronales impliquées dans le 

contrôle de la prise alimentaire et du poids corporel, ainsi qu’en définissant le stockage et 

l’utilisation des substrats énergétiques au niveau des tissus périphériques. 

En accord avec son rôle de détecteur d'énergie cellulaire activé en conditions riches en 

nutriments, mTORC1 a démontré être impliqué dans l’absorption du glucose et son 

métabolisme (Patel et al., 2001 ; Buller et al., 2008), ainsi que pouvoir réguler positivement 

l'adipogenèse et la lipogenèse, tout en inhibant la lipolyse (Laplante and Sabatini, 2009). 

L’exposition de 2-deoxi-D-glucose, un analogue non-métabolisable du glucose, à des cellules 

musculaires, inhibe l’activité de mTORC1 (Dennis et al., 2001), tandis que la RAPA inhibe la 

glycolyse et favorise l’oxydation des acides gras (Sipula et al., 2006). L’obésité induite par 

l’alimentation (DIO) est associée à l’activation chronique de la voie de mTORC1 au niveau du 

foie et des muscles (Khamzina et al., 2005 ; Laplante and Sabatini, 2012). Cette sur-activation 
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de mTORC1 participe à la résistance à l’insuline (Um et al., 2004; Khamzina et al., 2005), qui 

pourrait donc représenter un mécanisme d’adaptation physiologique initialement destiné à 

réduire le métabolisme du glucose et le stress oxydatif induits par la DIO (Erol, 2007). Le 

glucose nécessite une voie de signalisation de mTORC1 fonctionnelle afin de réguler 

positivement la croissance et la prolifération des cellules β et la synthèse d'insuline (Pende et 

al., 2000 ; Ruvinsky et al., 2005; Deldicque et al., 2010). Tandis que la RAPA inhibe la 

prolifération des cellules β, voire même induit leur apoptose (Fraenkel et al., 2008 ; Zahr et al., 

2008; Chang et al., 2009), et que le développement d’une intolérance au glucose et du diabète 

sont des effets secondaires courants de la RAPA ou ses dérivés quand ils sont utilisés pour le 

traitement contre le cancer ou comme immunosuppresseur pour la transplantation d'organes 

solides (Soefje et al., 2011; Kaplan et al., 2014). 

Des études pharmacologiques et génétiques ont montré que la différenciation, notamment 

l’étape d’initiation, des cellules souches mésenchymateuses en adipocytes matures requiert 

mTORC1 ; un mécanisme inhibé par la RAPA (Lamming and Sabatini, 2013). Ces études ont 

également montré l’importance de mTORC1, et de ses cibles S6K1 et 4E-BP1, dans le contrôle 

de l’adipogenèse. La délétion de S6K1 perturbe la génération d’adipocytes (Um et al., 2004; 

Carnevalli et al., 2010), tandis que la délétion de 4E-BP1 l’augmente (Le Bacquer et al., 2007). 

Il est également intéressant de noter que l'adipogenèse induite par l'insuline dépend de 

mTORC1, et qu’une augmentation de l'activité de mTORC1 favorise la production de leptine 

par les adipocytes (Roh et al., 2003). mTORC1 est également un régulateur critique de la 

synthèse des lipides, un mécanisme essentiel pour le renouvellement des membranes cellulaires 

(Laplante and Sabatini, 2009). L’administration d’insuline ou l’activation constitutive d’Akt 

entraîne le recrutement dans le noyau de SREBP-1, un facteur de transcription ainsi que des 

régulateurs principaux des gènes de la lipogenèse, tels que l’ACC et la FAS, de manière 

dépendante ou indépendamment de S6K1 (Duvel et al., 2010). La délétion du gène Rptor ou du 

gène Tsc1 au niveau du foie entraînent une diminution de l’activité de SREBP-1 et de la 

lipogenèse (Wan et al., 2011 ; Yecies et al., 2011), suggérant que la diminution de l’activité 

ainsi que la sur-activation de mTORC1 perturbent, toutes deux, la synthèse des lipides. En 

particulier, l'inhibition de mTORC1 est connue pour augmenter la transcription de la 

triglycéride lipase (ATGL) dans les adipocytes, qui à son tour stimule la lipolyse (Chakrabarti 

et al., 2010). A l'inverse, l'activation de mTORC1 est en corrélation avec une diminution de la 

lipase hormono-sensible (HSL) et avec une réduction de la libération des acides gras libres 

(Soliman et al., 2010). Enfin, des études récentes ont montré que mTORC1 supprime 

l'oxydation des acides gras et la cétogenèse (Laplante and Sabatini, 2012). Le rôle important 
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joué par mTORC1 dans la régulation du métabolisme des lipides pourrait également expliquer 

la dyslipidémie induite par la RAPA, un autre effet secondaire important souvent observé chez 

les patients traités avec ce médicament. 

En dehors de son rôle au niveau des tissus périphériques, mTORC1 est sans doute l’une 

des voies de signalisation intracellulaires régulée par les nutriments et les hormones au niveau 

du CNS, et plus particulièrement au niveau de l’hypothalamus. L'activation de la voie de 

mTORC1 peut être observée dans la grande majorité (plus de 90%) des neurones à AgRP et 

dans une partie (environ 40%) des neurones à POMC de l’ARC chez le rat nourri ad libitum 

(Cota et al., 2006 ; Inhoff et al., 2010). 

La leptine et l’insuline agissent toutes les deux sur ces mêmes neurones, où elles nécessitent 

une voie de signalisation PI3K/Akt intacte pour exercer leurs actions sur la prise alimentaire et 

le métabolisme (Belgardt et al., 2009). Sachant que mTORC1 est une cible de la voie PI3K/Akt, 

la relation entre la leptine et mTORC1 a commencé à être étudiée au niveau hypothalamique. 

L’administration centrale de leptine entraîne une augmentation de la phosphorylation des cibles 

de mTORC1, S6K1 et S6 dans l’hypothalamus médiobasal, alors que l’administration de RAPA 

réduisait l’effet anorexigène de la leptine, en empêchant l’activation de mTORC1 (Cota et al., 

2006 ; Ropelle et al., 2008 ; Blouet et al., 2009). En outre, les souris S6K1-/- sont résistantes à 

l'effet anorexigène de la leptine, suggérant que S6K1 pourrait être spécifiquement requis pour 

l'action de l'hormone sur la balance énergétique (Cota et al., 2008). En effet, l’activation de 

S6K1 au niveau de l’hypothalamus médiobasal, par injection d’un adénovirus, favorise l’effet 

anorexigène et la perte de poids corporel induits par la leptine, en inhibant l’expression des 

mRNAs de l’AgRP et du NPY et en activant la thermogenèse au niveau du BAT (Blouet et al., 

2008). D’autre part, la leptine inhibe l’activité de l’AMPK dans la même région 

hypothalamique (Minokoshi et al., 2004 ; Dagon et al., 2012), tandis que l’activation 

constitutive de l’AMPK bloque les effets de la leptine (Minokoshi et al., 2004). L’inhibition de 

l’AMPK hypothalamique est donc nécessaire à l’effet anorexigène, la perte de poids corporel 

ainsi que la diminution de l’expression des neuropeptides orexigènes hypothalamiques induits 

par la leptine, et dépend de S6K1 qui est capable d’exercer un rétrocontrôle négatif sur l’AMPK 

(Minokoshi et al., 2004; Dagon et al., 2012) ; une observation également décrite au niveau des 

tissus périphériques, tels que le muscle (Aguilar et al., 2007). Il est également important de 

noter que l’exercice physique semble capable de potentialiser l’activation de mTORC1 et 

l’inhibition de l’AMPK induites par la leptine (Ropelle et al., 2008), suggérant que la 

modulation réciproque de l’activité de ces voies de signalisation au niveau hypothalamique 
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serait importante dans les effets bénéfiques de l’exercice physique sur le métabolisme et la perte 

de poids corporel. 

D’autre part, l’activation constitutive de S6K1 au niveau de l’hypothalamus médiobasal 

semble améliorer la sensibilité à la leptine et protéger contre la DIO induite par un régime riche 

en graisses (HFD) (Blouet et al., 2008), mais semble en même temps favoriser la résistance à 

l’insuline au niveau hépatique (Ono et al., 2008). Il est donc probable que les voies de 

signalisation contrôlant la prise alimentaire et l’homéostasie du glucose de l’hypothalamus 

médiobasal impliquent S6K1 de manière différentielle. Il est intéressant de noter qu’une 

exposition à un régime HFD, même brève (24h), entraîne une diminution de la phosphorylation 

basale de S6K1 au niveau de l’hypothalamus et bloque l’effet anorexigène ainsi que 

l’augmentation de l’activation de mTORC1 au niveau hypothalamique induits par 

l’administration centrale de leptine (Cota et al., 2008). Dans le cas d’une DIO, la leptine n’est 

plus capable d’inhiber l’activité de l’AMPK dans l’ARC, le PVN et le VMN (Martin et al., 

2006). En réalité, la diminution de l’activité de mTORC1 pourrait représenter une des causes 

nécessaires au développement de la résistance à la leptine au niveau hypothalamique décrite 

dans la DIO, puisque la surexpression du suppresseur de la signalisation des cytokines 3 

(SOCS3), un régulateur négatif de la signalisation de la leptine, dans les neurones à POMC 

entraîne une altération de la phosphorylation de STAT3 et S6 induites par la leptine dans cette 

population neuronale, menant au développement d’une résistance à la leptine, une obésité et 

une intolérance au glucose (Reed et al., 2010). 

L’insuline, quant à elle, active également la voie PI3K/Akt, notamment au niveau de 

l’ARC, afin d’exercer ses effets centraux sur la balance énergétique, en favorisant la diminution 

de la prise alimentaire et du poids corporel et en modulant la sensibilité à l’insuline des tissus 

périphériques (Belgardt et al., 2009). L’administration centrale d’insuline augmente la 

phosphorylation de S6 au niveau de l’ARC et du VMN, indépendamment de l’activité neuronale 

(Villanueva et al., 2009). De plus, l’insuline, comme la leptine, est capable d’inhiber l’activité 

de l’AMPK au niveau de ces mêmes noyaux hypothalamiques (Minokoshi et al., 2004). Enfin, 

il avait été démontré que S6K1 au niveau hypothalamique était impliquée dans le 

développement de la résistance hépatique à l'insuline (Ono et al., 2008) et que l’insuline au 

niveau hypothalamique avait un effet anorexigène (Menendez and Atrens, 1991 ; McGowan et 

al., 1992). Il a depuis été montré que l’administration centrale d’insuline active mTORC1 dans 

l’ARC, tandis que l’inhibition de mTORC1 bloque la réduction de la prise alimentaire et de 

poids corporel induites par l’administration centrale d’insuline, un effet semblant être médié 

par la voie PI3K/Akt (Muta et al., 2015). Ceci démontre l'importance de la voie de mTORC1 
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dans la modulation de l'action de l'insuline au niveau hypothalamique dans la régulation de la 

balance énergétique. 

 

A la différence de la leptine et l'insuline qui ont une action anorexigène lorsqu’elles 

agissent au niveau hypothalamique, la ghréline, dont les niveaux circulants sont élevés lors d’un 

jeûne, augmente très fortement la prise alimentaire et l'adiposité (Tschop et al., 2000). L'effet 

central de la ghréline sur la prise alimentaire est médiée par le GHSR dans l'ARC et le VMN, 

puisque sa délétion entraîne l’absence d’effet orexigène de la ghréline (Sun et al., 2004 ; Zigman 

et al., 2006). La ghréline induit la phosphorylation de S6 dans les neurones à AgRP, un 

phénomène associé à l’activation de ces neurones et à l’augmentation de la prise alimentaire 

(Villanueva et al., 2009). De plus, l’administration centrale de ghréline entraîne une 

augmentation de l’activité de mTORC1 dans l’ARC et l’administration centrale de RAPA 

bloque l’effet orexigène ainsi que l’augmentation de l’expression des mRNAs de l’AgRP, du 

NPY et de FoxO1 induite par la ghréline (Martins et al., 2012). Ainsi, la ghréline nécessite 

l’activité de mTORC1 pour induire l’expression de ces neuropeptides orexigènes, probablement 

via la modulation du facteur de transcription FoxO1 (Martins et al., 2012). Par ailleurs, 

l’administration chronique périphérique de ghréline augmente le poids corporel et l’adiposité 

chez les souris de type sauvage mais pas chez les souris S6K1-/- (Stevanovic et al., 2013). Ces 

récentes découvertes reliant l’effet orexigène de la ghréline avec une activité accrue de 

mTORC1 peut sembler en contradiction avec les données illustrant le lien entre l'action 

anorexigène de la leptine et mTORC1 et la fonction globale de S6K1 au niveau hypothalamique 

dans la régulation de la balance énergétique (Blouet et al., 2008). Au lieu de cela, ils impliquent 

simplement que la régulation de mTORC1 dans l'hypothalamus médiobasal varie selon le type 

cellulaire et le stimulus, plutôt que de répondre d'une manière uniforme (Villanueva et al., 

2009). La ghréline stimule également l'activité de l'AMPK hypothalamique, en particulier dans 

le VMN (Andersson et al., 2004 ; Kola et al., 2005), conduisant à une diminution de la 

biosynthèse des acides gras en inhibant la FAS et à l'augmentation de l'oxydation des acides 

gras (Lopez et al., 2008). Le rôle de mTORC1 dans le VMN n’est pas connu, mais, en tenant 

compte de la modulation réciproque entre l’AMPK et mTORC1, les inhibiteurs de la FAS 

diminuent la prise alimentaire en augmentant l’activité de mTORC1 au niveau hypothalamique 

(Proulx et al., 2008), et que le jeûne et une déficience en leptine inhibent la phosphorylation de 

S6 dans le VMN (Villanueva et al., 2009), il est supposé que la ghréline inhiberait plutôt 

l’activité de mTORC1 dans le VMN, plutôt que de l’induire dans l’ARC. Ainsi, la réponse de 
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la voie à un même stimulus peut varier en fonction de la région hypothalamique, et par 

conséquent, en fonction des différentes populations neuronales ciblées (Figure 5). 

 

Figure 5. Représentation schématique de la relation entre l’activité de mTORC1 au niveau 

hypothalamique et des hormones participant à la régulation de la balance énergétique 

(adaptée de Haissaguerre M, Saucisse N, et al, Mol Cell Endocrinol, 2014). 

L’effet anorexigène de la leptine dépend d’une augmentation de l’activité de mTORC1 au 

niveau de l’ARC et du VMH. La leptine active les neurones à POMC et inhibe les neurones à 

NPY/AgRP. A l’inverse, la ghréline et T3 engagent les neurones à NPY/AgRP et nécessitent une 

augmentation de l'activité mTORC1 dans l'ARC pour exercer leur effet orexigène. T3 : 

triiodothyronine. 

Enfin, l'activité de mTORC1 hypothalamique est impliquée dans la détermination des 

effets anorexigènes induits par l’alimentation et notamment par les des nutriments (Minokoshi 

et al., 2004 ; Cota et al., 2006 ; Ropelle et al., 2008; Blouet et al., 2009). Lors d’un jeûne, où la 

disponibilité des sources énergétiques est faible et est associée à une diminution de la libération 

de leptine et d’insuline et à une augmentation de libération de ghréline, les niveaux de 

phosphorylation de mTORC1, S6K1 et S6 diminuent au niveau hypothalamique, tandis que 

l’AMPK est au contraire activée. A l’inverse, lors d’un paradigme de « refeeding », où la 

disponibilité en nutriments et la libération de leptine et d’insuline sont augmentées, mTORC1 

est activé alors que l’activité de l’AMPK est inhibée au niveau hypothalamique (Minokoshi et 

al., 2004 ; Cota et al., 2006 ; Blouet et al., 2008 ; Dagon et al., 2012). L’administration centrale 

de RAPA entraîne au contraire une augmentation de la prise alimentaire chez des rats nourris 

ad libitum (Cota et al., 2006). Ainsi, l’état d’activation de la voie mTORC1 hypothalamique 
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dépend du statut énergétique de l’organisme et notamment de la disponibilité des nutriments. 

En effet, l’administration centrale de leucine, un des neuf acides aminés essentiels, entraîne une 

diminution de la prise alimentaire associée à l’augmentation de la phosphorylation de S6K1 et 

S6 et l’inhibition de l’AMPK au niveau de l’hypothalamus médiobasal (Blouet et al., 2008). 

Elle diminue également l’expression du mRNA du NPY (Cota et al., 2006) et augmente 

l’expression du mRNA de POMC, et entraîne l’activation des neurones à POMC (Ropelle et 

al., 2008), ce qui occasionne une diminution de la taille et du nombre des repas, en recrutant 

notamment, les neurones parvocellulaires et les neurones du tractus solitaire (Blouet et al., 

2009). L’administration centrale de RAPA prévient l’effet anorexigène de la leucine (Cota et 

al., 2006). 

Récemment, des études ont montré que l’âge impliquait une sur-activation de mTORC1 au 

niveau des neurones à POMC (Yang et al., 2012). Cette sur-activation inhiberait l’activité 

électrique des neurones à POMC, entraînant une augmentation de la taille du corps cellulaire, 

une diminution des projections axonales vers le PVN et une hyperphagie menant à une obésité 

(Mori et al., 2009; Yang et al., 2012). L’administration de RAPA chez ces souris âgées entraîne 

une diminution de la prise alimentaire et du poids corporel et restaure l’excitabilité des neurones 

à POMC (Yang et al., 2012). 

Dans l’ensemble, la voie de mTORC1 constitue une des voies intracellulaires clés dans la 

régulation de l’activité des neurones régulant la prise alimentaire. Les effets de l’activation de 

mTORC1 au niveau hypothalamique varient selon le signal périphérique (leptine, insuline ou 

ghréline), selon le statut nutritionnel (jeûne ou satiété ; alimentation standard ou HFD), mais 

aussi selon la nature des neurones (POMC ou AgRP), la localisation (ARC, PVN ou VMN), 

selon l’âge ainsi que selon la durée et l’intensité de l’activation (aiguë ou chronique). 

Cependant, les mécanismes moléculaires recrutés par mTORC1 et impliqués dans la régulation 

de la balance énergétique ne sont pas encore parfaitement connus, notamment au niveau des 

neurones à POMC. 

L’autophagie 

La déplétion nutritionnelle, le stress, l’hypoxie ou la réduction de la disponibilité des 

facteurs de croissance signalent aux cellules eucaryotes d’ajuster leur métabolisme pour leur 

survie et celle de l’organisme. Une réponse précoce de ces ajustements métaboliques implique 

l'inhibition de la croissance cellulaire et l'induction de l'autophagie afin d’optimiser l'utilisation 

des ressources énergétiques limitées. L’autophagie, un terme dérivé du grec pouvant se traduire 

par auto-digestion cellulaire, est un processus catabolique qui cible les constituants cellulaires, 
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tels que les organites et protéines endommagés ainsi que certains agents pathogènes 

intracellulaires, afin d’entraîner leur dégradation par les lysosomes et ainsi maintenir 

l’homéostasie cellulaire (Codogno and Meijer, 2005; Yorimitsu and Klionsky, 2005). Elle 

constitue une voie intracellulaire unique de régulation de la qualité et la quantité de la biomasse, 

sans restriction de taille ou de complexité pour ses cibles et jouerait donc un rôle important en 

contribuant à la survie de l’organisme lors de conditions défavorables à la croissance cellulaire. 

Elle est souvent désignée sous le nom de macroautophagie si l’on considère également la 

microautophagie, qui implique l’adressage des constituants cellulaires directement dans le 

lysosome par invagination de la membrane lysosomale, et l’autophagie assistée par des 

chaperons protéiques, qui sont des processus supplémentaires délivrant les protéines et les 

organites cytosoliques aux lysosomes afin d’y être dégradés. Il s’agit cependant du mécanisme 

autophagique majoritaire et également le plus étudié. L’autophagie est, par ailleurs, un 

processus extrêmement bien conservé au cours de l’évolution (Hughes and Rusten, 2007 ; 

Kourtis and Tavernarakis, 2009). En effet, on retrouve des acteurs protéiques spécifiques, un 

déroulement et un mécanisme moléculaire séquentiels et similaires chez la plupart des espèces. 

C’est également une voie existant dans toutes les cellules possédant un système lysosomal 

fonctionnel, bien que les niveaux d’autophagie basale ne soient pas équivalents d’un type 

cellulaire à l’autre (Kuma and Mizushima, 2008). L’autophagie serait cruciale pour le 

développement, la différenciation, la survie et l'homéostasie et protègerait du vieillissement et 

d’un certain nombre de pathologies telles que le cancer, les maladies neurodégénératives, les 

maladies cardiovasculaires et les infections (Levine, 2007 ; Cuervo, 2008 ; Intemann et al., 

2009 ; Vergne et al., 2009 ; Lee et al., 2010a). Cependant, il existe un certain nombre de preuves 

qui démontrent que l’autophagie peut également être le point de départ de la mort cellulaire par 

apoptose, par nécrose, voire par autophagie elle-même (Liu and Levine, 2015). Enfin, des 

études ont rapporté de nouvelles fonctions de l’autophagie dans la régulation de processus 

cellulaires tels que le métabolisme des lipides et la sensibilité à l'insuline (Meijer and Codogno, 

2008 ; Singh et al., 2009a). L'autophagie, que ce soit à l’état basal ou lorsqu’elle est induite, est 

une voie intracellulaire cruciale dans le maintien de l'homéostasie cellulaire et physiologique 

de l’organisme, en permettant notamment la clairance d’organites et de protéines endommagés 

ciblés par des protéines adaptatrices telles que p62/SQSTM1 et pouvant être toxiques pour 

l’organisme. Des études récentes ont rapporté des liens importants entre son rôle et sa régulation 

dans les complications associées à l’obésité (Lavallard et al., 2012). 
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Déroulement du flux autophagique 

L’autophagie implique la formation d'un petit sac vésiculaire en forme de croissant appelé 

membrane d'isolement ou phagophore (Gordon and Seglen, 1988). Le phagophore entoure une 

partie du cytosol conduisant à la formation d'une structure à double membrane appelé un 

autophagosome, pouvant atteindre jusqu’à 1,5 µm de diamètre (Mizushima et al., 2002). 

L’autophagosome fusionne ensuite avec un lysosome conduisant à la dégradation des 

constituants cellulaires séquestrés par des protéines adaptatrices, telles que p62/SQSTM1, dans 

l’autophagolysosome nouvellement formé. Les acides aminés et les autres composés produits 

par la dégradation autophagique de macromolécules sont libérés dans le cytoplasme afin d’être 

recyclés ou pour la production d'énergie (Yorimitsu and Klionsky, 2005). L'origine des 

membranes impliquées dans la formation des autophagosomes n’est pas encore connue, bien 

que des études récentes suggèrent que les lipides servant à la formation des autophagosomes 

pourraient être dérivés du réticulum endoplasmique (ER), de l’appareil de Golgi, de la 

membrane plasmique ainsi que des mitochondries (Axe et al., 2008 ; Hayashi-Nishino et al., 

2009 ; Yla-Anttila et al., 2009 ; Mari et al., 2011). La formation du phagophore et des 

autophagosomes requiert un ensemble de dix-huit protéines liées à l’autophagie (Atg), 

initialement identifiées chez la levure et relativement conservées au cours de l’évolution 

(Nakatogawa et al., 2009). 

Le processus de formation de l’autophagosome comporte trois grandes étapes : 

l’initiation/nucléation, l'élongation et la maturation (Figure 6). Lors de la phase 

d’initiation/nucléation, le complexe ULK1-Atg13-focal adhesion kinase family interacting 

protein of 200 kDa (FIP200)-Atg101 (Chan et al., 2009) active le complexe Beclin-1-PI3K, 

composé de Beclin-1, de la protéine de tri vacuolaire 34 (Vps34), qui est une PI3K, Vps15, 

Atg14L et l’activating molecule in Beclin-1 regulating autophagy (Ambra-1) (He and Levine, 

2010), afin d’induire la formation de compartiments membranaires enrichis en 

phosphatidylinositol-3-phosphate (PI(3)P), les phagophores (Simonsen and Tooze, 2009). Afin 

de contrôler l’autophagie en réponse à des facteurs de croissance et des signaux nutritionnels, 

le complexe ULK1-Atg13-FIP200-Atg101 est couplé à mTORC1, lui-même associé à 

p62/SQSTM1, inhibant ainsi l’autophagie (Chan, 2009 ; Duran et al., 2011). A l’inverse, à la 

réception de signaux de déplétion nutritionnelle, mTORC1 se dissocie de p62/SQSTM1 (Duran 

et al., 2011) et du complexe ULK1-Atg13-FIP200-Atg101, qui semble alors se transloquer aux 

membranes pré-autophagosomales, notamment de l’ER (Itakura and Mizushima, 2010). Là, le 

complexe ULK1-Atg13-FIP200-Atg101 va, en coopération avec le complexe Beclin-1-PI3K, 

entraîner la génération de PI(3)P et le recrutement ses protéines effectrices, telles que la protéine 
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contenant un double domaine FYVE (DFCP1) et les protéines contenant un motif WD40 

interagissant avec les phosphoinositides (WIPI-1 et WIPI-2), conduisant à la formation 

d’autophagosomes naissants (Axe et al., 2008). 

 

Figure 6. Représentation schématique du déroulement du flux autophagique (adaptée de 

Gump JM and Thorburn A, Trends in Cell Biology, 2012). 

Le processus autophagique dégrade des constituants cellulaires endommagés (organites, 

protéines, etc.) ciblés par des protéines adaptatrices, dont p62/SQSTM1, entraînant la 

libération de métabolites afin de fournir l’énergie nécessaire à la cellule pour sa réparation ou 

sa survie lors de dommages cellulaires ou d’une déprivation en nutriments. Le flux 

autophagique consiste en la formation d’un phagophore, initié par les complexes ULK1-Atg13-

FIP200-Atg101 et Beclin1-PI3K (initiation/nucléation). S’ensuit la conjugaison d’Atg12 à Atg5 

et la lipidation de LC3, qui vont alors se lier à la membrane de l’autophagosome (élongation). 

Les protéines vont alors se dissocier avant la fermeture de ce dernier. L’autophagosome ainsi 

formé va alors fusionner avec le lysosome pour former l’autophagolysosome, entraînant la 

dégradation de son contenu (maturation). 

L’élongation de l’autophagosome repose sur deux systèmes de conjugaison, similaires à 

l’ubiquitinylation des protéines (Ohsumi, 2001). Le premier système consiste en la conjugaison 

d’Atg12 à Atg5 médiée par deux ligases, Atg7 et Atg10. Le complexe Atg12-Atg5 ainsi formé 

s’associe à Atg16L pour former un complexe tétramérique Atg12-Atg5-Atg16L, qui va alors 

être recruté à la membrane autophagosomale. Ce complexe se dissociera et sera recyclé vers le 

cytosol avant la fermeture complète de l’autophagosome (Geng and Klionsky, 2008). Le second 

système implique le clivage de la protéine associée aux microtubules 1A/1B, chaîne légère 3 

(LC3) par Atg4 conduisant à la forme soluble LC3-I, qui est ensuite conjuguée à la 

phosphatidyléthanolamine (PE) par Atg7 et Atg3 (Ichimura et al., 2000). Cette conjugaison 

lipidique forme la protéine LC3-II, qui va alors s’associer aux membranes pré-

autophagosomales permettant la fermeture de l’autophagosome (Ohsumi, 2001). Cette liaison 

à la membrane n’a cependant lieu qu’en présence d’un complexe Atg12-Atg5-Atg16L 

fonctionnel (Mizushima et al., 2001). Une fois l’autophagosome formé, toutes les protéines Atg 
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se dissocient de la membrane, à l’exception de LC3-II qui reste ancrée à cette membrane. LC3-

II constitue donc un marqueur des autophagosomes (Kabeya et al., 2000). LC3-II est également 

capable d’interagir avec des protéines adaptatrices, telles que p62/SQSTM1, afin de cibler 

spécifiquement les constituants cellulaires endommagés à dégrader lors du processus 

autophagique (Johansen and Lamark, 2011). 

Pendant l’étape de maturation, l’autophagosome fusionne avec l’endosome pour former 

l’amphisome avant de fusionner avec un lysosome, ou peut directement fusionner avec le 

lysosome pour former un autophagolysosome (Gordon and Seglen, 1988 ; Gordon et al., 1992). 

Plusieurs protéines sont impliquées dans ces processus de fusion vésiculaire, telles que des 

ATPases associées à diverses activités cellulaires (AAA ATPases), des GTPases de la famille 

Rab, les récepteurs membranaires de la protéine d'attachement au facteur soluble sensible au 

N-éthylmaléimide (SNARE), les complexes de tri endosomal requis pour le transport (ESCRT), 

les présénilines, les protéines de membranes associées au lysosome (LAMP) et la FYVE and 

coiled to coil domain containing protein (FYCO1) (Nixon, 2013). Cette étape de fusion avec le 

lysosome est obligatoire afin d’acquérir le matériel nécessaire à la dégradation de son contenu, 

telles que des pompes à protons vacuolaires dépendantes de l’ATP permettant l’acidification de 

sa lumière et des hydrolases acides (Tanaka et al., 2000). Le LC3-II localisé sur la membrane 

externe sera alors recyclé en LC3-I par Atg4, tandis que LC3-II localisé sur la membrane interne 

sera dégradé, avec les autres composants de la membrane interne ainsi que le matériel séquestré 

dans les autophagolysosomes par les hydrolases acides (Kabeya et al., 2000 ; Yoshimori, 2002). 

Enfin, les métabolites ainsi générés seront relargués vers le cytosol par l’intermédiaire de 

perméases et réutilisés par la cellule pour la synthèse de nouveaux constituants cellulaires ou 

pour la production d’énergie (Yang and Klionsky, 2007). Le blocage de la maturation des 

autophagosomes ou de leur fusion avec le lysosome, ainsi qu’un mauvais fonctionnement des 

lysosomes, pourraient conduire à l’interruption du flux autophagique et avoir des conséquences 

délétères pour la cellule (Yang and Klionsky, 2007). Par ailleurs, le processus autophagique est 

relativement rapide. En effet, la séquestration d’une mitochondrie est un évènement qui se 

produit en sept minutes (Rodriguez-Enriquez et al., 2006). 

Régulation de l’autophagie 

Les voies de signalisation conduisant au déclenchement de l’autophagie sont nombreuses 

et souvent interconnectées. Elles ont la plupart du temps un lien direct ou indirect avec la 

disponibilité des nutriments et d’énergie disponibles. Près de vingt ans après la découverte de 

l’autophagie au milieu des années 1950, il a été observé que la déplétion en acides aminés est 
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un puissant activateur de l’autophagie au sein des cellules (Mortimore and Schworer, 1977). 

Comme mentionné précédemment, les acides aminés sont des régulateurs clés de l'activation 

de mTORC1. De plus, la plupart voire toutes les conditions d’induction de l’autophagie, telles 

que la déprivation en nutriments ou en facteurs de croissance et des niveaux énergétiques 

faibles, inhibent l’activité de mTORC1 ; suggérant un couplage étroit inversé entre l’induction 

de l’autophagie et l’activation de mTORC1 (Noda and Ohsumi, 1998 ; Yoshimori, 2004). 

mTORC1 constitue le centre névralgique des voies métaboliques et par conséquent joue le rôle 

de détecteur de l’état métabolique cellulaire (Cardenas et al., 1999 ; Jacinto and Hall, 2003). En 

dépit des progrès réalisés dans l'étude de l'autophagie, les mécanismes par lesquels mTORC1 

régule l’autophagie restent méconnus. 

mTORC1 interagit avec le complexe ULK1-Atg13-FIP200-Atg101 par le biais de Raptor, 

ce qui conduit à la phosphorylation d’ULK1, sur le résidu sérine 757, et d’ATG13, sur le résidu 

sérine 258, inhibant ainsi l’activité kinase d’ULK1 et l’autophagie (Ganley et al., 2009 ; 

Hosokawa et al., 2009 ; Jung et al., 2009). L’inhibition de mTORC1 entraîne la dissociation du 

complexe ULK1-Atg13-FIP200-Atg101 et la déphosphorylation d’ULK1 et d’Atg13. 

L’AMPK peut alors interagir avec ce complexe et phosphoryler ULK1, sur les résidus Ser 317 

et 777, et ainsi induire son activation. ULK1 va alors phosphoryler ATG13, sur le résidu sérine 

224, et FIP200, contribuant ainsi à l’initiation de l’autophagie (Kim et al., 2011a). Ainsi, 

l'initiation de l'autophagie par ULK1 est régulée réciproquement par mTORC1 et l’AMPK en 

réponse à des changements des niveaux énergétiques et de la disponibilité en nutriments. Il a 

également été montré que mTORC1 pouvait perturber l’activité du complexe Beclin-1-PI3K et 

ainsi la formation de l’autophagosome (Kim et al., 2013 ; Nazio et al., 2013 ; Yuan et al., 2013). 

En effet, mTORC1 inhiberait Beclin-1 et Ambra-1 (Nazio et al., 2013), ainsi que Atg14L (Yuan 

et al., 2013), tandis que l’AMPK entraînerait la phosphorylation et l’activation de Beclin-1 et 

de Vps34 (Kim et al., 2013; Yuan et al., 2013), offrant un autre mécanisme médié par mTORC1 

et l’AMPK dans la régulation de l'autophagie. mTORC1 régule également l’autophagie au 

niveau transcriptionnel, en modulant notamment le facteur de transcription EB (TFEB) mais de 

aussi de FoxO1, impliqués tous les deux dans le transcription de gènes lysosomaux et de 

l’autophagie (Zhao et al., 2010; Settembre et al., 2013). mTORC1 coordonne donc le processus 

autophagique en supprimant son induction et en empêchant l’expression de gènes lysosomaux 

et de l’autophagie. Enfin, bien que mTORC1 soit inactivé pendant l’initiation de l’autophagie, 

l’efflux de métabolites entraîne sa réactivation, qui est nécessaire à la reformation de lysosomes 

fonctionnels et à l’accomplissement du flux autophagique (Yu et al., 2010). 
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Il est également important de noter que l’autophagie peut être contrôlée par la signalisation 

hormonale et serait donc importante pour le métabolisme et pourrait être impliquée dans les 

complications associées à l’obésité. En effet, il a été récemment rapporté que l'autophagie 

intervenait dans la régulation de la prise alimentaire, le développement du tissu adipeux, la 

stéatose hépatique, la résistance à l'insuline et jouait un rôle protecteur contre la lipotoxicité des 

cellules β. L’expression hypothalamique d’Atg7 est réduite lors d’une DIO tandis que la 

délétion du gène Atg7 dans l’hypothalamus entraîne une augmentation de la prise alimentaire 

et du poids corporel ainsi qu’une altération de la dépense énergétique (Meng and Cai, 2011). 

Ceci est corrélé avec l’induction de la voie de signalisation du facteur nucléaire κ-chaîne légère-

activateur de cellules activées B (NF-κB), puisque le blocage de l’inhibiteur de NF-κB dans les 

neurones corrige les effets induits par la délétion du gène Atg7 (Meng and Cai, 2011). La 

déplétion nutritionnelle augmente l’autophagie des lipides et ainsi l’efflux d’acides gras, qui 

ensuite stimulent les neurones à AgRP, entraînant une augmentation de la prise alimentaire 

(Kaushik et al., 2011). De plus, la suppression de l’autophagie dans les neurones à AgRP 

entraîne une réduction de la prise alimentaire et du poids corporel ainsi que de la masse grasse 

(Kaushik et al., 2011), tandis que la suppression de l’autophagie dans les neurones à POMC 

active l’adiposité et altère la lipolyse périphérique et la tolérance au glucose, ainsi qu’une 

altération de la morphologie des neurones à POMC (Coupe et al., 2012; Kaushik et al., 2012). 

Récemment, il a également été démontré que l’autophagie régule la différenciation et la masse 

du tissu adipeux (Singh et al., 2009b ; Zhang et al., 2009). L’inhibition de l’autophagie dans les 

pré-adipocytes entraîne une réduction de l’accumulation de triglycérides, possiblement due à la 

transdifférenciation du WAT en BAT ainsi qu’une résistance à la DIO (Singh et al., 2009b ; 

Zhang et al., 2009). De plus, l’autophagie est suractivée dans le tissu adipeux chez des patients 

obèses, probablement due à une inactivation de la voie de mTORC1 (Ost et al., 2010 ; Kovsan 

et al., 2011). Une inhibition de l’autophagie dans le tissu adipeux pourrait jouer un rôle 

protecteur sur le risque d’obésité. Une diminution de l’autophagie est observée dans le foie de 

souris obèses accompagnée d’une stéatose hépatique, marquée par une diminution de LC3-II 

(Liu et al., 2009). Cette altération du flux autophagique hépatique entraîne une accumulation 

prolongée des niveaux lipidiques et une augmentation du stress, et contribue à l’apparition 

d’une résistance à l’insuline (Yang et al., 2010). Une délétion spécifique des gènes Atg7 et Atg5 

dans le foie entraîne une diminution de l’autophagie et une accumulation de triglycérides 

(Komatsu et al., 2005; Singh et al., 2009a), tandis que la déplétion nutritionnelle augmente le 

nombre de gouttelettes lipidiques, d’autophagosomes, de lysosomes et d’autophagolysosomes 

(Singh et al., 2009a), confirmant le rôle crucial de l’autophagie dans la régulation du stockage 
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des lipides. Enfin, l’autophagie semble limiter la mort des cellules β. L’exposition à un régime 

HFD chez des souris où le gène Atg7 a été délété dans les cellules β entraîne une diminution du 

nombre de cellules β et une altération de la tolérance au glucose (Ebato et al., 2008 ; Jung et al., 

2008), bien que cet effet semble s’estomper après sept semaines de régime (Fujimoto et al., 

2009). La meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de l'autophagie et de son 

implication dans la régulation de la prise alimentaire, l’homéostasie du glucose et des lipides, 

le diabète ainsi que les complications hépatiques ont permis de mettre en évidence de nouvelles 

cibles thérapeutiques potentielles pour lutter contre l’obésité. 

La régulation de l’autophagie par la protéine p62/SQSTM1 

L’autophagie a longtemps été considérée comme un processus non-sélectif permettant la 

dégradation massive des constituants cellulaires lors d’une privation en nutriments ou d’un 

stress cellulaire. Cependant, de nombreuses données suggèrent l’existence d’une sélectivité du 

processus autophagique des différents constituants cellulaires (Johansen and Lamark, 2011). 

Cette autophagie sélective nécessite la présence de protéines adaptatrices impliquées dans la 

reconnaissance des substrats spécifiques et leur recrutement vers l’autophagosome (Johansen 

and Lamark, 2011). Une de ces protéines est p62/SQSTM1, identifiée et isolée en 1996, qui est 

impliquée dans la formation et la dégradation d’agrégats protéiques (Vadlamudi et al., 1996). 

p62/SQSTM1 est au carrefour de différentes voies de signalisation impliquées dans la survie et 

la mort cellulaire, l’inflammation, la différenciation et le métabolisme des cellules (Puissant et 

al., 2012). Cette protéine, grâce à son domaine d’interaction avec l’ubiquitine (UBD), est 

impliquée dans le recrutement et l’adressage des protéines ubiquitinylées vers le protéasome, 

assurant ainsi leur dégradation et leur recyclage (Seibenhener et al., 2004). Mais cette protéine 

est surtout capable, grâce à son domaine d’interaction avec LC3 (LIR), d’adresser les 

constituants cellulaires ubiquitinylés vers l’autophagolysosome, afin d’être dégradés (Johansen 

and Lamark, 2011). Etant donné que la protéine p62/SQSTM1 est elle-même dégradée lors de 

l’autophagie, ses niveaux d’expression sont généralement considérés comme inversement 

proportionnels au flux autophagique (Klionsky et al., 2012). Enfin, une expression anormale de 

p62/SQSTM1 a été observée dans plusieurs types de cancer (Thompson et al., 2003 ; Mathew 

et al., 2009; Inoue et al., 2012), et la délétion du gène p62/Sqstm1 entraîne une obésité 

accompagnée d’une altération du métabolisme du glucose et une résistance à l’insuline 

(Rodriguez et al., 2006). 

Les fonctions cellulaires de p62/SQSTM1 sont influencées par ses différents partenaires 

protéiques, sa localisation cellulaire et ses modifications post-traductionnelles. Sa structure et 
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les différents domaines qui la composent lui permettent d’interagir avec un panel de protéines 

impliquées dans différentes voies de signalisation intracellulaires. Une des premières fonctions 

identifiées de p62/SQSTM1 fut son rôle de protéine adaptatrice entre les protéines kinases C 

atypiques (aPKC) et leurs substrats. En effet, une étude avait démontré que p62/SQSTM1 

permettait la phosphorylation via l’aPKC de la sous-unité Kvβ2 de canaux potassiques 

neuronaux importants dans la régulation de l’activité neuronale (Gong et al., 1999). 

p62/SQSTM1 serait également importante au cours de la potentialisation à long terme (LTP) 

en permettant la phosphorylation via l’aPKC de la sous-unité GluA1 des récepteurs à acide 

aminométhylphosphonique (AMPA), favorisant l’adressage du récepteur au niveau de la 

vésicule synaptique (Jiang et al., 2009). La suppression du gène p62/Sqstm1 entraîne une 

suppression de la LTP (Jiang et al., 2009). p62/SQSTM1 assure également la régulation du NF-

κB, notamment via son interaction avec l’aPKC et le facteur associé au récepteur du facteur de 

nécrose tumorale (TRAF6) (Duran et al., 2008). Ainsi, en réponse aux cytokines, p62/SQSTM1 

modulerait également la réponse inflammatoire. En parallèle, p62/SQSTM1 se lie également à 

la Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1), entraînant alors la dissociation du facteur 

nucléaire 2 similaire au dérivé d'érythroïde 2 (NRF2) associé à KEAP1 et sa relocalisation au 

noyau afin d’induire la transcription de gènes impliqués dans la réponse antioxydante (Jain et 

al., 2010). Ces résultats illustrent que la délétion ou la surproduction de p62/SQSTM1 a des 

répercussions fonctionnelles importantes in vivo en fonction du contexte 

Des études récentes sur des souris dont le gène p62/Sqstm1 a été délété dans le tissu adipeux 

donnent un aperçu de son rôle physiologique. En plus de développer une obésité et une 

résistance à l’insuline, ces souris présentent également une réduction de la dépense énergétique 

et de la thermogenèse, ainsi qu’une diminution des niveaux de transcription de gènes impliqués 

dans ces processus (Rodriguez et al., 2006). De plus, l’augmentation de l’adiposité observée 

chez ces souris serait due à une augmentation de l’expression des gènes codant pour PPARγ et 

ERK bien avant que ces souris ne deviennent obèses (Rodriguez et al., 2006). Tous ces 

changements conduisant à l’obésité seraient indépendants de son interaction avec l’aPKC (Lee 

et al., 2010b). Ces résultats indiquent que la perte de p62/SQSTM1 affiche toutes les 

caractéristiques du syndrome métabolique, suggérant un rôle de p62/SQSTM1 dans le contrôle 

de l’homéostasie métabolique. 

Des données récentes montrent que p62/SQSTM1 interagirait avec un autre régulateur 

critique de l’homéostasie énergétique : mTORC1. Une analyse protéomique a permis 

d’identifier Raptor comme la protéine de mTORC1 interagissant avec p62/SQSTM1 au niveau 

d’un nouveau domaine (Duran et al., 2011) (Figure 7). Cette interaction permettrait d’expliquer 
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pourquoi p62/SQSTM1 est nécessaire à l’activation de mTORC1 en réponse aux acides aminés 

(Duran et al., 2011). Cette interaction assure également la relocalisation de mTORC1 à la 

membrane lysosomale et son activation par des GTPases de la famille Rab, conduisant ainsi à 

la régulation négative de l’autophagie (Sancak et al., 2008 ; Duran et al., 2011 ; Linares et al., 

2013). De plus, en absence de p62/SQSTM1, l'autophagie est suractivée, un effet similaire à la 

suractivation de l’autophagie qui accompagne une réduction de l’activité de mTORC1 (Duran 

et al., 2011). Ceci implique que p62/SQSTM1, qui est dégradé par l’autophagie, régule 

également l'autophagie, suggérant l’existence d’un mécanisme de rétrocontrôle par lequel 

l'activation de mTORC1 par p62/SQSTM1 entraînerait des niveaux de p62/SQSTM1 plus 

élevés, qui, à leur tour, favoriseraient l’activité de mTORC1 (Duran et al., 2011). Ce mécanisme 

permettrait de garantir l'irréversibilité de la mort cellulaire en favorisant la suractivation de 

l’autophagie lors d’une déplétion nutritive. De plus, p62/SQSTM1 joue également un rôle 

important dans l’homéostasie énergétique au niveau de l’organisme, notamment dans la 

régulation de l’adipogenèse. En effet, l’inhibition de l’autophagie provoque l’accumulation de 

p62/SQSTM1 (Zhang et al., 2009), entraînant l’inhibition de l’adipogenèse (Rodriguez et al., 

2006), tandis que la délétion du gène p62/Sqstm1 augmente l’adipogenèse avec un BAT ayant 

des propriétés similaires à celles d’un WAT, et réduit également la dépense énergétique et 

l’expression de gènes impliqués dans l’homéostasie énergétique (Rodriguez et al., 2006). Ceci 

suggère que l'autophagie régule l'homéostasie métabolique et l’adipogenèse via l’inhibition de 

p62/SQSTM1 au niveau périphérique. Cependant, bien que certaines études démontrent 

l’importance d’un processus autophagique fonctionnel au niveau central, notamment au niveau 

de l’hypothalamus (Kaushik et al., 2011 ; Coupe et al., 2012; Kaushik et al., 2012), le rôle de 

p62/SQSTM1 et son interaction avec mTORC1 dans l’hypothalamus ne sont pas connus à ce 

jour. 

Figure 7. Représentation schématique 

de l’interaction de p62/SQSTM1 avec 

mTORC1 (adaptée de Linares, JF et 

al., Mol Cell, 2013). 

En réponse aux acides aminés, 

p62/SQSTM1 se lie à Raptor, à TRAF6 

et aux Rags, favorisant la formation et 

l’activation de l’hétérodimère 

RAGB/RAGC, ainsi que le recrutement 

et l’ancrage de mTORC1 à la 

membrane lysosomale via Ragulator et 

permettre son activation par Rheb et 

par TRAF6. 
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Le système endocannabinoïde 

Vue d’ensemble 

Le Cannabis sativa est une des plus anciennes plantes cultivées par l’homme. Des écrits 

datant du XXVIIIème siècle avant J.-C. rapportent sa culture en Chine, lorsque l’empereur Shen-

nung enseigna à son peuple comment cultiver le chanvre pour ses fibres (Mikuriya, 1969). Plus 

de mille ans avant J.-C., des écrits documentent son usage, non plus pour ses fibres, mais 

comme remède médicinal, notamment en Chine et en Inde (Mikuriya, 1969). La plante est 

arrivée en Europe au milieu du XIXème siècle, par l’intermédiaire d’un médecin britannique, 

W.B. O’Shaughnessy, qui la rapporta d’Inde en vantant ses qualités thérapeutiques mais 

également son utilisation récréative. Grâce à ses propriétés relaxantes, sédatives et 

analgésiques, elle fut tout d’abord utilisée pour traiter différentes pathologies, telles que les 

rhumatismes, la rage ou le tétanos, avant que son usage ne devienne de plus en plus répandu 

dans la pharmacopée des pays occidentaux lors de la deuxième moitié du XIXème siècle 

(Mikuriya, 1969). Elle fut ensuite peu à peu remplacée par d’autres molécules plus efficaces et 

plus faciles d’utilisation, telles que les opiacés, durant la première moitié du XXème siècle 

(Mikuriya, 1969). 

La compréhension des actions de la marijuana a commencé avec l'isolement et la 

caractérisation de ses composés chimiques. Une équipe de chercheurs isole et détermine la 

structure d’un premier cannabinoïde, le cannabidiol, en 1963 (Mechoulam and Gaoni, 1965b), 

puis ils isolent et purifient un an plus tard un deuxième cannabinoïde, le THC, connu à ce jour 

comme le principal composé psychoactif de la marijuana (Mechoulam and Gaoni, 1965a). Suite 

à la découverte du composé biologiquement actif de la marijuana, il a été déterminé que les 

effets du THC devaient être médiés par des protéines spécifiques de la membrane plasmique, 

désignés comme « récepteurs aux cannabinoïdes ». En effet, une équipe démontra que les 

cannabinoïdes, en particulier le THC, entraînaient une diminution de l’accumulation 

d’adénosine monophosphate cyclique (cAMP), et donc une inhibition de l’adénylate cyclase 

(Howlett, 1984) ; un effet nécessitant une protéine Gi/o fonctionnelle (Howlett et al., 1986), 

suggérant que les cannabinoïdes agissaient par le biais d’un récepteur. C’est d’ailleurs en 1988 

que Howlett et ses collaborateurs isolent et caractérisent pour la première fois un récepteur aux 

cannabinoïdes dans le CNS (Devane et al., 1988). Un premier gène codant pour ce récepteur 

fut ensuite identifié et cloné, le CB1R (Matsuda et al., 1990). Un second récepteur fut par la 

suite identifié et appelé CB2R (Munro et al., 1993). Bien que l'existence de plusieurs récepteurs 

pour le THC et/ou ses analogues synthétiques soit proposée en fonction des données 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_monophosphate
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pharmacologiques, à ce jour seulement deux récepteurs aux cannabinoïdes ont été clonés. Ces 

récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs couplés à la protéine G (GPCR) (Battista et 

al., 2012). CB1R est probablement le GPCR le plus abondant du CNS, et bien que l’on pensât 

qu’il soit essentiellement exprimé dans le cerveau et que l’expression des CB2Rs soit limitée à 

la périphérie et aux cellules immunitaires, leur distribution s’est révélée plus complexe (Battista 

et al., 2012). En effet, les CBR1s sont également importants pour médier les effets des 

cannabinoïdes et de ses ligands endogènes nommés endocannabinoïdes, au niveau des tissus 

périphériques, tels que le WAT, le foie, les muscles, l’intestin et le pancréas (Bermudez-Silva 

et al., 2010), tandis que l’expression des CB2Rs est également observée dans certaines régions 

cérébrales (Gong et al., 2006). Cette distribution différentielle est due en partie aux fonctions 

que ces récepteurs régulent. Alors que les CB1Rs au niveau du cerveau sont responsables 

notamment de la modulation de la libération de neurotransmetteurs, les CBR2s, quant à eux, 

semblent intervenir dans la régulation de la libération et de la fonction des cytokines (Ashton 

and Glass, 2007). 

La découverte de récepteurs répondant aux cannabinoïdes exogènes suggérait qu’il existait 

des ligands endogènes également capables de les activer. En effet, cette supposition a conduit 

à la recherche et à la découverte de ces ligands endogènes, appelés endocannabinoïdes. Le 

premier endocannabinoïde, l’AEA fut découvert en 1992 (Devane et al., 1992). Un deuxième 

endocannabinoïde, le 2-AG, fut découvert peu de temps après (Mechoulam et al., 1995). 

D’autres endocannabinoïdes ont ensuite été identifiés, mais l’AEA et le 2-AG restent tout de 

même les plus étudiés. Ces endocannabinoïdes proviennent du métabolisme non oxydatif de 

l’acide arachidonique (AA), un acide gras polyinsaturé essentiel de la famille des ω-6 

appartenant aux phospholipides présents dans les membranes cellulaires, par des enzymes 

spécifiques (Mazier et al., 2015). La N-acyl phosphatidylethanolamine phospholipase D 

(NAPE-PLD) permet la synthèse d’AEA à partir du N-acyl phosphatidylethanolamine (NAPE), 

tandis que la diacylglycérol lipase (DAGL) permet de synthétiser le 2-AG à partir du 

diacylglycérol (DAG) (Mazier et al., 2015). Les voies de dégradation spécifiques ont ensuite 

été identifiées : la fatty acid amid hydrolase (FAAH) et la monoacylglycérol lipase (MAGL) 

dégradent respectivement l’AEA et le 2-AG (Mazier et al., 2015) (Figure 8). 
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Figure 8. Représentation schématique de la synthèse et dégradation des endocannabinoïdes 

au sein de la cellule (adaptée de Mazier W, Saucisse N et al, Trends Endocrinol Metab 2015). 

Principales étapes enzymatiques impliquées dans la formation et l'hydrolyse de l'AEA et du 2-

AG dans la cellule. Les deux principaux endocannabinoïdes, l’AEA et le 2-AG sont synthétisés 

à la demande à partir de phospholipides du compartiment post-synaptique. L’AEA est 

synthétisé par catalyse de la NAPE via la NAPE-PLD. Le 2-AG provient quant à lui de 

l’hydrolyse du DAG via la DAGL. La dégradation de l’AEA s’effectue grâce à la FAAH qui le 

dégrade en AA et en éthanolamine. La dégradation du 2-AG est principalement attribuée à la 

MAGL qui le clive en AA et en glycérol. PL : phospholipides. 

Comme indiqué précédemment, les CB1Rs sont l’un des GPCRs les plus abondants du 

CNS mais ils sont également exprimés par les astrocytes ainsi que dans les nerfs périphériques, 

dont ceux innervant le tractus gastro-intestinal (Mazier et al., 2015). De plus, l’expression de 

ces récepteurs coïncide avec l’expression de l’AEA et du 2-AG dans le CNS. Cependant, la 

distribution du mRNA et du CB1R diffèrent. Tandis que le mRNA est principalement localisé 

au niveau des corps cellulaires, CB1R est majoritairement localisé au niveau du compartiment 

pré-synaptique, au niveau des terminaisons axonales. Cette localisation pré-synaptique est 

importante dans la modulation de la libération des principaux neurotransmetteurs, tels que le 

GABA et glutamate, mais aussi les catécholamines et la sérotonine (Richard et al., 2009). En 

effet, à la différence des neurotransmetteurs classiques qui sont stockés dans des vésicules 

synaptiques et libérés en réponse à l’activation neuronale pour agir sur les neurones post-

synaptiques, les endocannabinoïdes sont, quant à eux, synthétisés à partir des phospholipides 

membranaires du compartiment post-synaptique et libérés à la demande pour agir de façon 

rétrograde sur les neurones pré-synaptiques (Piomelli, 2003). Leur fixation aux CB1Rs induit 

une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire, entraînant une 

hyperpolarisation des neurones pré-synaptiques et inhibant ainsi la libération de 

neurotransmetteurs dans la fente synaptique (Piomelli, 2003) (Figure 9). 
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Figure 9. Représentation schématique du fonctionnement de l’ECS au niveau synaptique 

(adaptée de Mazier W, Saucisse N et al, Trends Endocrinol Metab 2015). 

Signalisation rétrograde des endocannabinoïdes au niveau de la synapse. Les 

endocannabinoïdes sont mobilisés au niveau de la membrane des neurones post-synaptiques et 

se lient aux CB1Rs localisés sur les neurones pré-synaptiques afin de moduler la libération de 

neurotransmetteurs. PL : phospholipides ; eCB : endocannabinoïdes ; mAchR : récepteur 

muscarinique de l'acétylcholine ; mGluR : récepteur métabotropique du glutamate. 

Cependant, les cascades de signalisation initiées par la liaison des endocannabinoïdes à 

CB1R est remarquablement complexe. L’activation des CB1Rs au niveau pré-synaptique active 

une protéine Gi/o, induisant la libération de la sous-unité α (Piomelli, 2003). Cet isoforme va 

entraîner l’inhibition de l'adénylate cyclase, ainsi que la fermeture des canaux calciques 

dépendants du voltage et l’activation des canaux potassiques dépendants du voltage (Battista et 

al., 2012). Ce type d’action est à la base de la fonction neuromodulatrice de l’ECS dans le CNS 

ainsi que dans les tissus périphériques. Cependant, la libération de la sous-unité βγ peut, quant 

à elle, induire l’activation de l’adénylate cyclase ainsi que plusieurs autres kinases de 

signalisation, telles que les MAPK et ERK mais aussi PI3K et ainsi mTOR (Piomelli, 2003 ; 

New and Wong, 2007). 

Le développement d'antagonistes sélectifs des CB1Rs ainsi que de modèles génétiques où 

le gène Cnr1 codant pour le CB1R a été muté ont permis des avancées importantes dans la 

caractérisation de populations neuronales ou des tissus périphériques où ils sont exprimés ainsi 

que dans la compréhension de leur action dans la régulation de la balance énergétique. 

Notamment, les effets anorexigènes induits par l’utilisation d’un agoniste inverse des CB1Rs, 

le rimonabant, ont démontré que les endocannabinoïdes sont des composés dont l’activité 

tonique favorise la prise alimentaire. Cependant, l’utilisation du rimonabant en tant que 

traitement anti-obésité n’est plus autorisée à cause d’effets secondaires psychiatriques graves. 

Cependant, les études des dix dernières années ont permis d’apporter des informations 
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nouvelles sur les différents rôles physiologiques joués par l’ECS ainsi que ses mécanismes 

d’action, faisant de lui une cible de recherche toujours aussi attrayante pour le traitement de 

l’obésité. 

Le rôle de l’ECS dans la régulation de la balance énergétique 

L'ECS exerce un contrôle sur tous les aspects liés à la recherche, la consommation, le 

métabolisme et le stockage des calories, et il a ainsi été reconnu avoir un rôle crucial dans la 

régulation de la balance énergétique, et entraîner notamment une prise de poids corporel. Ce 

système, qui est particulièrement bien conservé à travers les espèces (Elphick, 2012), semble 

avoir été sélectionné par l’évolution afin d’optimiser la consommation de nourriture et la 

conservation de l'énergie sous forme de masse grasse, susceptibles d'augmenter la survie de 

l’organisme en période de pénurie (Matias et al., 2006a ; DiPatrizio and Piomelli, 2012). En 

conséquence, l'activation de l'ECS favorise la consommation d'aliments agréables au goût, 

stimule la lipogenèse et procure un niveau de maintien calorique stable, tout en inhibant la 

dépense énergétique et la thermogenèse. Cependant, dans la société moderne, où la nourriture 

est abondante, l'activité excessive de l’ECS est une caractéristique marquante de l'obésité et des 

troubles métaboliques (Bermudez-Silva et al., 2012 ; Silvestri and Di Marzo, 2013). La 

compréhension des mécanismes biologiques et du rôle de l’ECS dans la modulation de la prise 

alimentaire a commencé seulement après la découverte des CB1Rs et l’identification des 

endocannabinoïdes. Bien qu’au début, il était supposé que les effets de l’ECS soient uniquement 

exercés au niveau du CNS, l’expression des CB1Rs au niveau du SNS et des organes 

périphériques affectant l’homéostasie énergétique, tels le système digestif, le tissu adipeux, le 

foie et les muscles, suggèrent un rôle de l’ECS dans le métabolisme périphérique (Mazier et al., 

2015). 

Le rôle de l’ECS dans les tissus périphériques 

Les cannabinoïdes, les endocannabinoïdes et l'activation des CB1Rs, favorisent la prise 

alimentaire, en particulier si la nourriture est palatable (Bermudez-Silva et al., 2012 ; Silvestri 

and Di Marzo, 2013). Il n’est donc pas surprenant que l'ECS joue un rôle dans la modulation, à 

la fois, de l'odeur et du goût, deux sens qui, avec la vue, guident l'organisme vers la prise 

alimentaire ou le rejet des aliments (Herman and Polivy, 2008). Un dysfonctionnement du 

système olfactif est d’ailleurs observé chez les patients obèses (Patel et al., 2015). De plus, la 

faim stimule la synthèse de 2-AG dans l'épithélium olfactif et augmente la sensibilité des 

neurones olfactifs (Breunig et al., 2010), tandis que la privation de nourriture induit également 

une augmentation de l’expression d’endocannabinoïdes dans le bulbe olfactif, entraînant une 
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augmentation de la détection olfactive et de la prise alimentaire lors d’un paradigme de 

« refeeding » (Soria-Gomez et al., 2014). Ainsi, la modulation de l’ECS au niveau du nez peut 

sensiblement influer sur le comportement orienté vers la recherche de nourriture. Dans la 

bouche, les bourgeons du goût des papilles gustatives sont responsables de la détection des 

aliments et de la transmission gustative vers le NTS, qui en réponse envoie des projections et 

reçoit des informations du cerveau antérieur et des tissus périphériques (Grill and Hayes, 2012). 

Les CB1Rs colocalisent avec ces cellules et améliore notamment les réponses neuronales au 

goût sucré (Yoshida et al., 2010). L’AEA et le 2-AG sont également retrouvés dans la salive 

humaine et leurs niveaux d’expression sont plus importants chez les patients obèses (Matias et 

al., 2012), suggérant un possible rôle dans la perception des goûts et la détection orosensorielle, 

en particulier des lipides. Il semblerait également que ce soit un niveau d’interaction entre 

l’ECS et la leptine dans la modulation du goût (Niki et al., 2010). Cependant aucune étude n’a 

pour le moment montré de lien direct entre l’activation des CB1Rs dans la cavité buccale et la 

réponse neuronale aux graisses. 

Des études ont démontré que les endocannabinoïdes produits par le système digestif sont 

capables de moduler la prise alimentaire et fonctionne comme des signaux de faim. En effet, le 

jeûne entraîne une augmentation de leur production dans le petit intestin, tandis que chez des 

rats nourris ad libitum leur production est diminuée (Gomez et al., 2002). Des études récentes 

ont étudié plus en détails la relation entre l’ECS et la consommation de nutriments spécifiques 

en utilisant le modèle de repas fictif, imitant la consommation alimentaire normale, mais où la 

nourriture et les boissons ne sont pas réellement digérées ou absorbées, permettant ainsi de 

différencier les propriétés orosensorielles de la nourriture des qualités post-ingestion. Il a été 

démontré que les endocannabinoïdes modulent la consommation de nourriture, en particulier 

des graisses, en fonction de leurs qualités orosensorielles, notamment au niveau du jéjunum 

(DiPatrizio et al., 2011 ; DiPatrizio et al., 2013). Cependant, aucun effet n’a été observé en 

réponse à l’ingestion de protéines ou de glucides (DiPatrizio et al., 2011), démontrant le rôle 

clé joué par les endocannabinoïdes sur la préférence et la consommation des graisses. 

Cependant, il est actuellement difficile de savoir comment les endocannabinoïdes produits dans 

le système digestif communiquent avec le cerveau pour réguler la prise alimentaire. Quelques 

articles suggèrent qu’ils pourraient exercer leurs effets via l’action des CB1Rs sur le nerf vague 

(Burdyga et al., 2010) et sur les nerfs du SNS (Ishac et al., 1996), ou bien via la modulation de 

la sécrétion d’hormones gastrointestinales, telles que la ghréline, qui est connue pour augmenter 

la perception du goût des graisses (Cai et al., 2013) et la valeur récompensante des régimes 

HFD (Perello et al., 2010). 
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D’autres études portant sur le rôle de l’ECS dans les tissus périphériques soulignent 

comment ce système est capable d’orchestrer le transport, le métabolisme et l’utilisation des 

nutriments comme substrat énergétique. L’ECS régule notamment le transport des lipides dans 

la circulation sanguine puisque l’administration systémique d’un inhibiteur de la dégradation 

des endocannabinoïdes entraîne une hypertriglycémie accompagnée d’une réduction de la 

clairance des triglycérides plasmatiques et de l’accumulation de lipoprotéines de haute densité 

(HDL) (Ruby et al., 2008). De plus, l’activation des CB1Rs dans le WAT favorise 

l’adipogenèse et l’accumulation de gouttelettes lipidiques riches en triglycérides, et ainsi le 

stockage de l’énergie via l’induction de la différenciation des adipocytes et l’inhibition de la 

biogenèse mitochondriale (Silvestri and Di Marzo, 2013), tandis que leur inhibition entraîne 

l’oxydation des acides gras, la biogenèse des mitochondries et la transdifférenciation du WAT 

en BAT (Perwitz et al., 2010; Tedesco et al., 2010). En outre, les CB1Rs au niveau des 

adipocytes semblent réguler l’expansion du WAT ainsi que le développement de l’obésité et de 

la résistance à l’insuline (Mancini et al., 2010). En effet, l’insuline et la leptine exerce un 

contrôle négatif sur la production d’endocannabinoïdes (Matias et al., 2006b ; Buettner et al., 

2008; D'Eon et al., 2008), suggérant que la résistance à l’insuline et la leptine pourrait mener à 

une sur-activation de l’ECS favorisant l’accumulation de graisses. 

Une sur-activation de l’ECS est également observée au niveau du foie de patients obèses 

(Auguet et al., 2014). L’activation des CB1Rs dans le foie augmente l’expression de marqueurs 

de la lipogenèse, tels que les SREBP-1, l’ACC et la FAS, probablement via l’inhibition de 

l’activité de l’AMPK, entraînant l’accumulation de lipides et une stéatose hépatique (Osei-

Hyiaman et al., 2008 ; Tam et al., 2010 ; Wu et al., 2011). L’activation des CB1Rs entraîne 

également une glycogénolyse, qui va inhiber la clairance de l’insuline ainsi que la 

phosphorylation d’Akt induite par l’insuline (Liu et al., 2012 ; Cinar et al., 2014). L'impact des 

CB1Rs hépatiques sur le métabolisme des lipides et du glucose est important, puisqu’il a été 

observé que la surexpression de CB1Rs spécifiquement dans le foie de souris où le gène Cnr1 

a été délété entraînait une forte résistance hépatique et systémique à l’insuline sans modification 

du poids corporel lors d’une exposition à un régime HFD (Liu et al., 2012). A l’inverse, la 

délétion spécifique du gène Cnr1 dans le foie entraîne une prise de poids corporel mais protège 

de la stéatose hépatique, l’hyperglycémie, la dyslipidémie et la résistance à l’insuline (Osei-

Hyiaman et al., 2008). De plus, l’administration d’un antagoniste des CB1Rs agissant 

exclusivement au niveau périphérique lors d’une DIO procure des effets bénéfiques sur la 

stéatose hépatique et la résistance à l’insuline, entraînant une diminution de la prise alimentaire 

et du poids corporel (Tam et al., 2010 ; Tam et al., 2012). 



53 

L’ECS au niveau périphérique semble également important dans les réponses 

métaboliques des glucocorticoïdes. Une augmentation des glucocorticoïdes circulants est 

considérée comme étant un facteur qui contribue à l'obésité et au syndrome métabolique 

(Dallman, 2010). En effet, chez des souris où le gène Cnr1 a été délété, la capacité de la 

corticostérone à induire une obésité, une stéatose hépatique et une dyslipidémie est réduite voire 

abolie (Bowles et al., 2015). De même, l'administration d’un antagoniste des CB1Rs agissant 

au niveau périphérique atténue les changements métaboliques induits par les glucocorticoïdes, 

suggérant une action des glucocorticoïdes sur l’ECS périphérique dans ces effets. En effet, 

l’exposition chronique aux glucocorticoïdes entraîne une augmentation des taux circulants 

d’AEA au niveau du foie, sans modification au niveau central (Bowles et al., 2015). Les CB1Rs 

au niveau du foie sont d’ailleurs déterminants dans les changements induits par les 

glucocorticoïdes sur le métabolisme des lipides puisque la délétion du gène Cnr1 dans le foie 

protège contre la dyslépidémie induite par les glucocorticoïdes, alors que ces souris développent 

toujours une obésité (Bowles et al., 2015). 

Enfin, l’ECS exerce également un contrôle du métabolisme du glucose au niveau de 

plusieurs organes et module notamment la réponse à l’insuline au niveau du foie et des muscles, 

ainsi que la sécrétion d'insuline par le pancréas (Lipina et al., 2010). En particulier, l'activation 

des CB1Rs dans les cellules β recrute des focal adhesion kinases (FAK), provoquant 

l’exocytose de vésicules d'insuline via une réorganisation du cytosquelette (Malenczyk et al., 

2013). Ce mécanisme pourrait donc participer à l'hyperinsulinémie généralement observée dans 

le diabète de type 2 (Malenczyk et al., 2013). De plus, les CB1Rs peuvent influer sur la santé 

des cellules β, soit indirectement par l'induction de macrophages dans le pancréas (Jourdan et 

al., 2013), ou directement en stimulant l’activité apoptotique et la mort des cellules β (Kim et 

al., 2012). A l'inverse, le blocage des CB1Rs augmente la prolifération et la masse des cellules 

β (Kim et al., 2011b). 

L’ECS est impliqué dans la plupart des aspects de la régulation de la balance énergétique 

au niveau périphérique, lui accordant une place préférentielle afin de pouvoir contrôler la prise 

alimentaire, l’absorption des nutriments, la dépense énergétique, le stockage des graisses et 

l’homéostasie du glucose (Mazier et al., 2015). Une hyperactivité de l’ECS, telles que celle 

reportée chez des patients obèses pourrait aisément contribuer à l’apparition de problèmes 

métaboliques et affecter notre alimentation et notre dépense énergétique, pouvant ensuite 

conduire au développement de la maladie (Quarta et al., 2011; Bermudez-Silva et al., 2012). 

Les recherches actuelles s’orientent sur la découverte et la caractérisation d’antagonistes des 

CB1Rs agissant au niveau périphérique (Mazier et al., 2015). Cependant, il ne faut pas oublier 
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que l’ECS joue également un rôle important dans la régulation de la balance énergétique au 

niveau central, puisque la délétion du gène Cnr1 dans les neurones, en particulier ceux libérant 

du glutamate, entraîne une réduction de la prise alimentaire et procure une résistance à l’obésité 

(Quarta et al., 2010 ; Pang et al., 2011). Il est donc toujours important de chercher à comprendre 

les mécanismes mis en jeu par l’ECS et son rôle au niveau central dans la modulation de la 

balance énergétique (Figure 10). 

 

Figure 10. Représentation schématique illustrant l’action de l’ECS sur le métabolisme 

(adaptée de Mazier W, Saucisse N et al, Trends Endocrinol Metab 2015). 

L’ECS favorise la prise et la conservation de l'énergie au niveau de l'organisme en exerçant 

des actions clés sur les tissus cibles. L’action de l’ECS sur le cerveau et le SNS favorise la prise 

alimentaire, tout en diminuant la dépense énergétique et diminue l'utilisation de lipides en tant 

que substrats énergétiques à la périphérie. L'ECS affecte également l'alimentation en modulant 

la perception des goûts la détection orosensorielle, et en induisant spécifiquement une 

préférence pour la consommation des graisses au niveau du tractus gastro-intestinal. L'ECS 

exerce un contrôle multi-organe du métabolisme du glucose en modulant la réponse à l’insuline 

au niveau du foie et des muscles squelettiques, la clairance hépatique de l'insuline et la 

sécrétion pancréatique d'insuline. Enfin, l'ECS régule le métabolisme des lipides en 

augmentant la capacité de stockage dans le tissu adipeux et en favorisant l'accumulation de 

graisses et la stéatose hépatique. FI : prise alimentaire ; EE : dépense énergétique. 
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Le rôle de l’ECS dans le système nerveux central 

Notre appétit pour la nourriture est soumis à de puissantes influences d'ordre 

psychologique. La plupart d'entre nous résistent mal à un petit extra alimentaire. En effet, il 

nous est très difficile de ne pas céder à la plus excusables des tentations : la gourmandise. C’est 

probablement d’ailleurs l’un des sept péchés capitaux dont il est le plus difficile de ne pas 

succomber. Notre héritage évolutif a fait en sorte que nos mécanismes motivationnels 

s’efforcent de maintenir un apport constant et un stockage de l’énergie excédentaire au dépend 

de sa dépense. Notre susceptibilité aux propriétés sensorielles des aliments, c'est-à-dire la 

variété des sources et leur palatabilité, est une des causes principales de l’obésité. En effet, il 

existe au sein du cerveau deux circuits neuronaux en interaction dans la régulation de l’appétit 

et de la prise alimentaire : un contrôlant le « besoin » et l’autre le « plaisir » de manger et qui 

constituent le système de récompense. Le premier circuit prend son origine dans la VTA, qui 

projette des axones dopaminergiques sur le NAc. Il évalue la force motivationnelle de la 

nourriture. Le second circuit est situé au sein même du NAc, où les réseaux neuronaux 

permettent l’évaluation hédoniste de la nourriture. Certains psychotropes, dont le THC, sont 

capables d’interagir avec ce système de récompense. Un dysfonctionnement de ce système 

serait à l’origine de troubles du comportement, et notamment du comportement alimentaire 

(anorexie, boulimie, etc.) ou à la dépendance (psychotropes, jeux, sexe, etc.). 

Dans le cerveau, les CB1Rs sont présents en quantité très importante dans différentes 

structures, telles que le système limbique, le cortex, l’hippocampe, le thalamus et le cervelet. 

L’ECS jouerait donc un rôle dans la régulation des émotions, les processus de mémorisation, 

l’intégration des informations sensorielles et le comportement moteur. Les CB1Rs sont 

également localisés à la confluence du centre du « besoin » et du « plaisir », le NAc, ainsi que 

dans de nombreuses régions à afférences dopaminergiques (Parsons and Hurd, 2015). Cette 

localisation très spécifique pourrait expliquer en partie les propriétés hédonistes et 

euphorisantes du cannabis. Enfin, l’action des cannabinoïdes et endocannabinoïdes au sein du 

système de récompense semble moduler la prise alimentaire. En effet, l'administration d’AEA 

et de 2-AG dans le NAc stimule la prise alimentaire tandis que l’administration de rimonabant 

la diminue (Kirkham et al., 2002 ; Soria-Gomez et al., 2007). Le THC semble augmenter la 

force motivationnelle de la nourriture, puisque l’administration de THC augmente la prise 

alimentaire de rats nourris ad libitum (Kirkham et al., 2002). De plus, un paradigme de 

« refeeding » entraîne une augmentation des niveaux d’expression d’AEA et de 2-AG, 

favorisant l’activité du réseau mésolimbique (Di Marzo and Matias, 2005). Les cannabinoïdes 

semblent également capables de moduler les aspects hédoniques des repas. En effet, 
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l’administration d’AEA, de 2-AG ou de THC augmente la palatabilité de la nourriture (Higgs 

et al., 2003 ; Jarrett et al., 2005 ; Jarrett et al., 2007). La sensation de faim, voire de fringale, 

expérimentée par les consommateurs de cannabis dérivent donc de la capacité du THC à mimer 

l’action des agonistes endogènes des CB1Rs, et a permis de commencer à comprendre le rôle 

biologique de l’ECS dans le contrôle de la balance énergétique au niveau cérébral. 

 

Sachant que l’hypothalamus est une des principales régions cérébrales impliquée dans la 

régulation de la balance énergétique et que l’ECS semble également pouvoir moduler cette 

balance, il est logique de penser que l’ECS puisse jouer un rôle au niveau hypothalamique. 

L’activation des CB1Rs est très efficace au niveau de l’hypothalamus, malgré la faible 

expression de mRNA (Marsicano and Lutz, 1999). Comme mentionné précédemment, la plus 

forte expression de mRNA des CB1Rs se situe dans le VMN, mais ils sont également présents 

au niveau des autres noyaux hypothalamiques (Herkenham et al., 1991; Marsicano and Lutz, 

1999 ; Cota et al., 2003). Le récepteur est, quant à lui, exprimé sur les afférences de l’ARC, du 

PVN, du VMN et de la LHA (Wittmann et al., 2007), connus pour être des régions clés dans la 

régulation de la balance énergétique (Meister, 2007 ; de Backer et al., 2011 ; van Dijk et al., 

2011), ainsi que sur les afférences de régions extra-hypothalamiques également impliquées 

dans la régulation de la balance énergétique, telles que le tronc cérébral et le complexe vagal 

dorsal (CVD) (Di Marzo et al., 2009; Dockray, 2009). De plus, l’ECS semble interagir avec la 

leptine, notamment au niveau hypothalamique où la leptine inhibe la production 

d’endocannabinoïdes ainsi que leur fonction neuromodulatrice (Di Marzo et al., 2001 ; Jo et al., 

2005; Malcher-Lopes et al., 2006). De plus les animaux ob/ob et db/db possèdent des niveaux 

d’expression d’endocannabinoïdes élevés au niveau de l’hypothalamus (Di Marzo et al., 2001). 

Cependant, les mécanismes impliqués ainsi que les sites spécifiques de cette interaction restent 

méconnus, bien que des études référencent tout de même des effets au niveau du PVN et de la 

LHA (Jo et al., 2005 ; Tasker, 2006 ; Cardinal et al., 2012). Bien que l’ECS semble moduler 

les différentes populations neuronales et interagir avec la signalisation de la leptine au niveau 

hypothalamique, son rôle dans la régulation de la balance énergétique reste méconnu. 

L’idée d’une interaction entre l’ECS et le système mélanocortine est née très récemment. 

Certaines études ont montré une absence de colocalisation des mRNAs des CB1Rs avec les 

neurones à NPY (Cota et al., 2003), tandis que des afférences GABAergiques et 

glutamatergiques projetant sur l’ARC expriment le récepteur (Wittmann et al., 2007). D’autres 

études démontrent également que l’administration d’un agoniste des CB1Rs diminue 

l’amplitude et la fréquence des courants post-synaptiques excitateurs induits par les neurones à 
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POMC, tandis que l’administration d’un antagoniste des CB1Rs les augmente (Ho et al., 2007). 

Il faut noter que les niveaux d’expression des CB1Rs semblent être beaucoup plus faible dans 

l’ARC en comparaison d’autres régions hypothalamiques et cérébrales. Mais avec l’arrivée de 

moyens de détection de plus en plus performants, il semblerait que les neurones du système 

mélanocortine expriment eux aussi les CB1Rs et plusieurs études suggèrent que l’ECS serait 

en aval de l’action du système mélanocortine. En effet, il a été montré qu’une sous-population 

de neurones à POMC libère des endocannabinoïdes qui inhibent la libération de GABA et ainsi 

suppriment l’action inhibitrice des neurones GABAergiques projetant leurs axones sur les 

neurones à POMC (Hentges et al., 2005 ; Hentges, 2007). Dans une étude récente, il a par 

ailleurs été montré que l’activation de l’ECS favorise la prise alimentaire, et de façon étonnante, 

entraîne également une augmentation de l’activité des neurones à POMC (Koch et al., 2015). 

L’augmentation de l’activité des neurones à POMC est essentielle à l’action orexigène de 

l’ECS, puisque l’inhibition sélective des neurones à POMC diminue, tandis que leur activation 

augmente la prise alimentaire induite par l’ECS, dévoilant un rôle inattendu des neurones à 

POMC dans la promotion de la prise alimentaire (Koch et al., 2015). D’autre part, 

l’administration de rimonabant diminue la prise alimentaire induite par un antagoniste des 

MC4Rs (Verty et al., 2004 ; Monge-Roffarello et al., 2014), tandis que l’administration d’un 

agoniste des MC4Rs ne modifie pas les concentrations d’endocannabinoïdes au niveau de 

l’hypothalamus (Matias et al., 2008), suggérant que l’ECS se situe en aval de l’action des 

mélanocortines. Quant au NPY et au CART, des études ont montré de possibles interactions de 

ces neuropeptides avec l’ECS. L’administration de rimonabant chez des souris dont le gène Npy 

a été délété entraîne toujours une diminution de la prise alimentaire (Di Marzo et al., 2001), 

alors chez des souris de type sauvage, elle induit l’activation des neurones à NPY et à CART, 

tout en diminuant l’expression des mRNAs de NPY et en augmentant ceux de CART (Verty et 

al., 2009). De plus, l’administration de rimonabant chez des souris CART-KO est incapable de 

réduire la prise alimentaire lors d’un paradigme de refeeding (Osei-Hyiaman et al., 2005). Dans 

le même temps, l’inactivation de la FAAH, entraînant une augmentation de la concentration 

hypothalamique d’AEA, diminue la libération de CART ; un effet restauré par l’administration 

de rimonabant (Osei-Hyiaman et al., 2005). Ces résultats suggèrent qu’il y aurait un lien entre 

le NPY, le CART et l’ECS et que le blocage simultané de plusieurs voies orexigènes serait 

nécessaire pour obtenir des effets cliniques favorisant la réduction de la prise alimentaire chez 

des patients obèses. 

Le PVN est l’un des principaux sites d’actions de l’ECS sur la prise alimentaire (Richard 

et al., 2009). En effet, l’administration de THC dans le PVN augmente la prise alimentaire, 
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tandis que cet effet est inhibé par le rimonabant (Verty et al., 2005). De plus, l’administration 

d’AEA dans le PVN augmente également la prise alimentaire ainsi que le RER (Chapman et 

al., 2012). Le mRNA de CB1R est fortement exprimé au niveau de ce noyau (Marsicano and 

Lutz, 1999 ; Cota et al., 2003). Certains neurones du PVN projettent leurs axones sur 

l’hypophyse, laissant supposer un rôle de l’ECS dans la régulation de l’HPA, en exerçant 

notamment une action rétrograde négative sur la libération des glucocorticoïdes (Di et al., 2003 ; 

Patel et al., 2004). De plus, la délétion du gène Cnr1 entraîne une sur-activation de l’HPA, 

notamment accompagnée d’une augmentation de la libération de corticostérone lors du pic 

circadien (Cota et al., 2007b). Le PVN projette des axones sur d’autres régions cérébrales, telles 

que le PBN et le NTS, mais également le CVD et le tronc cérébral où il module l’activité du 

SNS afin de réguler la prise alimentaire et la dépense énergétique (Hardaway et al., 2015). 

Cependant, le rôle de l’ECS et des CB1Rs sur ces projections a été très peu étudié. Une étude 

récente de notre laboratoire a démontré que les CB1Rs au niveau du PVN n’avaient pas d’effet 

sur la prise alimentaire, mais empêchaient plutôt la dépense énergétique et augmentaient 

l’adiposité et la résistance à l’insuline, ceci probablement accompagné d’une diminution de la 

thermogenèse, lors d’une DIO (Cardinal et al., 2015). Ces résultats révèlent une importante 

dissociation entre le contrôle de la prise alimentaire et la dépense énergétique par les CB1Rs, 

probablement médiés par les neurones du PVN (Cardinal et al., 2015). 

Le VMN est le noyau hypothalamique ayant la plus forte expression de mRNA de CB1R 

(Herkenham et al., 1991; Marsicano and Lutz, 1999). Une part de ces récepteurs est présente 

sur les neurones GABAergiques et glutamatergiques corticaux et sous-corticaux projetant leurs 

axones sur le VMN (Wittmann et al., 2007 ; Reguero et al., 2011), suggérant une modulation 

de ces neurones par la VMN, qui en réponse influencera notamment le comportement 

alimentaire des animaux. En effet, l’administration aiguë d’AEA dans le VMN augmente la 

prise alimentaire ; un effet bloqué par l’administration de rimonabant (Jamshidi and Taylor, 

2001). Cependant, malgré la forte expression de CB1R dans le VMN, le fait que le VMN soit 

connecté à de nombreuses régions cérébrales rend la recherche sur la contribution spécifique 

de l’ECS dans la régulation de la balance énergétique très compliquée. Une étude récente de 

notre laboratoire a cependant montré que les CB1Rs du VMN régulent les effets de la leptine 

sur le métabolisme et servent d’« interrupteur » moléculaire pour l’adaptation de l’organisme à 

un changement de régime alimentaire (Cardinal et al., 2014). En effet, la délétion du gène Cnr1 

dans les neurones du VMN entraîne une diminution de l’adiposité et une augmentation de la 

lipolyse par la leptine chez des souris nourries par un régime standard, tandis que cette délétion 

entraîne une résistance à la leptine, se traduisant par une altération de l’utilisation des lipides et 
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une augmentation de l’adiposité chez des souris nourries par un régime HFD (Cardinal et al., 

2014). 

Enfin, dans la LHA, le mRNA de CB1R est également exprimé supposant un rôle de l’ECS 

dans ce noyau. En outre, CB1R est également présent dans les neurones à MCH et à orexine 

suggérant que les régions cibles de ces neurones, telles que l’ARC et le PVN, soient des sites 

potentiels de l’action de l’ECS sur la balance énergétique (Cota et al., 2003). De plus, l’ECS 

semble également interagir avec la leptine au niveau de la LHA (Jo et al., 2005). En effet, 

l’activation des CB1Rs entraîne l’activation des neurones à MCH en inhibant l’action des 

afférences GABAergiques sur ces neurones ; un effet bloqué par la leptine, qui inhibe la 

synthèse d’endocannabinoïdes au sein des neurones à MCH, supprimant ainsi l’activation des 

CB1Rs (Jo et al., 2005). Enfin, les endocannabinoïdes semblent inhiber les neurones à orexine 

(Huang et al., 2007). Ainsi, l’ECS semble être également impliqué dans la régulation de 

l’activité des neurones au niveau de la LHA. L’ECS est donc un des acteurs majeurs de la 

régulation de la balance énergétique. Il est capable de réguler différents neurotransmetteurs 

impliqués dans cette régulation, notamment au niveau hypothalamique. Cependant, les études 

réalisées à ce jour ne permettent pas d’identifier clairement les acteurs et les mécanismes mis 

en jeu par l’ECS au niveau du CNS dans la régulation de la prise alimentaire et la dépense 

énergétique. 
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Problématiques et objectifs 

L’hypothalamus est une structure cérébrale ayant un rôle clé dans la régulation de la prise 

alimentaire, en faisant notamment intervenir les neurones à POMC de l’ARC, qui régulent la 

balance énergétique, classiquement en diminuant la prise alimentaire et le poids corporel. 

mTORC1 est une voie de signalisation intracellulaire agissant comme un détecteur d’énergie 

au sein de la cellule. Au niveau de l’hypothalamus, mTORC1 intègre les effets intracellulaires 

des nutriments et des hormones impliqués dans la régulation de la prise alimentaire. Cependant 

très peu d’études ont été menées quant au rôle exact de mTORC1 dans la modulation de 

l’activité des neurones à POMC. D’autre part, les neurones à POMC ne produiraient pas 

seulement des neuropeptides dérivants du clivage de POMC, mais seraient également capables 

de libérer du glutamate ou du GABA, voire les deux, et que la nature de leur neurotransmetteur 

pourrait être importante dans le contexte de la prise alimentaire. Enfin, dans le CNS, les 

endocannabinoïdes agissent de façon rétrograde au niveau des CB1Rs, généralement afin de 

réduire la libération des neurotransmetteurs. L’activité de l’ECS est considérée comme un 

signal orexigène puissant, mais cet effet dépendrait du type neuronal, glutamatergique ou 

GABAergique, exprimant le CB1R. Cependant, l’action des CB1Rs sur la libération de 

neurotransmetteurs des neurones à POMC et l’implication de ces effets sur la prise alimentaire 

sont inconnus à ce jour. 

 

Le principal objectif de ce travail de thèse a donc été de définir le rôle fonctionnel de 

mTORC1 et de l’ECS dans la régulation de l’activité et la fonction des neurones à POMC dans 

la régulation de la prise alimentaire, en utilisant des approches génétiques, pharmacologiques, 

électrophysiologiques et moléculaires. 

Pour cela, il s’est agi : 

1- de vérifier la distribution des neurones à POMC en trois sous-populations selon le type de 

neurotransmetteurs qu’ils libèrent : glutamatergiques, GABAergiques ou mixtes. 

2- d’établir le rôle relatif joué par mTORC1 dans la modulation de l’activité des neurones à POMC 

et de son impact sur la prise alimentaire. 

3- d’élucider dans quelle mesure l’ECS est impliqué dans ces effets, notamment en étudiant la 

relation de causalité avec mTORC1 et son action sur l’activité et la fonction des neurones à 

POMC. 
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Etant donné le rôle joué par la voie de mTORC1 dans la régulation de la fonction des 

neurones à POMC mis en évidence lors du point 2, le deuxième objectif de ce travail de thèse 

a été d’évaluer le rôle potentiel de l’autophagie, un mécanisme cellulaire en aval de mTORC1, 

sur l'activité neuronale et la fonction des neurones à POMC. En effet aussi bien le jeûne ou la 

RAPA inhibent la voie de mTORC1 et activent l’autophagie (Laplante and Sabatini, 2012). 

Pour cela, il s’est agi : 

4- d’établir le phénotype d’animaux dépourvues d’une voie de mTORC1 fonctionnelle dans les 

neurones à POMC en supprimant p62/SQSTM1, qui active mTORC1 et inhibe l’autophagie. 

5- de caractériser l’impact de la suppression de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC sur le 

métabolisme de ces animaux. 

6- de préciser l’impact de l’inhibition de l’autophagie sur la morphologie des neurones à POMC. 

 

Les résultats de ces travaux sont présentés dans la partie suivante sous la forme : 

- d’un premier article, soumis pour publication (points 1 à 3) 

- d’un second article en préparation dont les expériences complémentaires sont en cours (points 

4 à 6) 

Une courte discussion suit systématiquement la présentation de chacun de ces travaux, dans 

laquelle sont abordés les points qui n’ont pas été débattus dans le manuscrit correspondant. 

Enfin, une discussion générale nous permet dans une dernière partie de remettre ces travaux 

dans un contexte plus global et de terminer par quelques remarques de conclusion. 
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mTORC1 et l’ECS contrôlent deux sous-populations de neurones à POMC, 

régulant la prise alimentaire de façon opposée 

 

Contexte de l’étude 

La prise alimentaire chez les mammifères est régulée par des réseaux de neurones 

complexes, dont les mécanismes d'action sont encore à ce jour mal connus. L’hypothalamus est 

une structure cérébrale ayant un rôle clé dans la régulation de la prise alimentaire. Parmi les 

différentes populations neuronales qui le composent, les neurones à POMC sont classiquement 

connus pour diminuer la prise alimentaire et le poids corporel via la libération de neuropeptides 

produits par le clivage de POMC. 

mTORC1 est une voie de signalisation intracellulaire agissant comme un détecteur 

d’énergie au sein de la cellule, notamment au niveau de l’hypothalamus, où elle intègre les 

effets intracellulaires des nutriments et des hormones impliqués dans la régulation de la prise 

alimentaire. Cependant très peu d’études ont été menées quant au rôle exact de mTORC1 dans 

la modulation de l’activité des populations neuronales hypothalamiques contrôlant la prise 

alimentaire. 

D’autre part, la capacité des neurones à POMC à réguler la prise alimentaire pourrait ne 

pas dépendre uniquement de la production des neuropeptides dérivants du clivage de POMC, 

mais aussi être liée à la libération de neurotransmetteurs. Des études suggèrent que les neurones 

à POMC seraient à la fois GABAergiques et glutamatergiques, voire les deux, et que la nature 

de leur neurotransmetteur pourrait être importante dans le contexte de la prise alimentaire. 

Enfin, dans le CNS, les endocannabinoïdes agissent de façon rétrograde au niveau des 

CB1Rs, généralement afin de réduire la libération des neurotransmetteurs. L’activité de l’ECS 

est considérée comme un signal orexigène puissant, mais des données récentes montrent que 

cet effet dépend du type neuronal exprimant le CB1R. L’activation des CB1Rs sur les neurones 

GABAergiques, en réduisant la libération de GABA, entraîne une hypophagie. A l’inverse, 

l’activation des CB1Rs sur les neurones glutamatergiques, en réduisant la libération de 

glutamate, augmente la prise alimentaire. Cependant, l’action des CB1Rs sur la libération de 

neurotransmetteurs des neurones à POMC et l’implication de ses effets sur la prise alimentaire 

sont inconnus à ce jour. 
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But de l’étude et approches 

Nous avons cherché à identifier la contribution relative de mTORC1 et de l’ECS dans la 

régulation de l’activité et la fonction des neurones à POMC dans la régulation de la prise 

alimentaire chez la souris. 

Pour ce faire, nous avons, dans un premier temps, vérifié la distribution des neurones à 

POMC en trois sous-populations selon le type de neurotransmetteurs qu’ils libèrent, grâce à des 

expériences de séquençage des RNAs en cellule unique en collaboration avec l’équipe du Pr. 

Tibor Harkany (University of Vienna, Austria). Cette technique permet le séquençage du 

transcriptome entier d’une cellule unique à un moment donné et renseigne sur l’identité et la 

quantité des mRNAs qui seront ensuite traduits en protéines. 

Nous avons, dans un second temps, testé le rôle de la voie de mTORC1 dans la modulation 

de l'activité des neurones à POMC en enregistrant leur fréquence de décharge lors de 

l'application d’un bain de l’inhibiteur de mTOR, la rapamycine (RAPA ; 200 nM). Nous avons 

également étudié l’impact de la RAPA sur la transmission synaptique des neurones à POMC 

spécifiquement sur les neurones parvocellulaires du PVN par une approche optogénétique 

(enregistrement des courants post-synaptiques évoqués). L’idée fondamentale de ces approches 

électrophysiologiques, réalisées par mon collègue le Dr. Wilfrid Mazier, est d’établir si 

mTORC1 est capable de moduler l’activité des neurones à POMC, et ainsi des neurones 

parvocellulaires du PVN, qui jouent un rôle clé dans la détermination de la réponse de satiété 

induite par le système mélanocortine hypothalamique. En outre, nous avons testé la nécessité 

du rôle de mTORC1 dans la modulation de l’activité des neurones à POMC et de la réponse 

alimentaire associée par l’administration centrale de RAPA (25 µg/1 µL de DMSO) lors d’un 

paradigme de « refeeding » chez la souris, qui permet d’étudier spécifiquement l’action des 

neurones à POMC sur le PVN (Singru et al., 2007 ; Sanchez et al., 2008), puisque les neurones 

à AgRP sont inactivés (Riediger et al., 2004 ; Becskei et al., 2009), ainsi que par l’utilisation 

d’approches génétiques et pharmacogénétiques. 

Dans un troisième et dernier temps, nous avons évalué l’implication de l’ECS dans ces 

effets, en mesurant, tout d’abord, par chromatographie en phase liquide couplée à la 

spectrométrie de masse, les niveaux hypothalamiques d’endocannabinoïdes après 

administration centrale de RAPA chez la souris. Nous avons également utilisé une approche 

pharmacogénétique afin d’établir un possible lien de causalité entre l’inhibition de la voie 

mTORC1 et l’activation de l’ECS associée à une hyperphagie. Enfin, nous avons étudié l’action 

de l’ECS sur les neurones à POMC dans la modulation de la prise alimentaire chez des souris 
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mutantes par l’administration coordonnée de RAPA et de picrotoxine (Ptx), un inhibiteur des 

récepteurs GABAA. 

Résultats 

Notre étude remet en question les notions classiques sur la fonction des neurones à POMC 

dans la balance énergétique, en démontrant qu’il existe au moins deux sous-populations 

fonctionnellement distinctes de neurones à POMC, qui augmentent ou diminuent la prise 

alimentaire en fonction du neurotransmetteur qu’elles libèrent, le GABA ou le glutamate. La 

régulation de l’activité de ces deux sous-populations de neurones dépend de la voie de 

mTORC1, qui fonctionne comme un détecteur d’énergie cellulaire, et de l’ECS, qui régule la 

libération de neurotransmetteurs. 

Le séquençage des RNAs en cellule unique a permis de vérifier l’existence d’une 

hétérogénéité des neurones à POMC au sein de l’hypothalamus. En effet, nous démontrons qu’il 

existe trois sous-populations distinctes caractérisées selon la nature des neurotransmetteurs 

qu’elles libèrent : glutamatergique, GABAergique ou mixte. Nos études d’électrophysiologie 

ont démontré que l’inhibition de mTORC1 ne module pas uniformément l’excitabilité des 

neurones à POMC, puisque la RAPA inhibe les neurones à POMC de type glutamatergique, 

tandis qu’elle active les neurones à POMC de type GABAergique. 

Par ailleurs, nous avons montré que mTORC1 est activé dans les neurones à POMC lors 

d’un paradigme de « refeeding » et que l’administration centrale de RAPA entraîne une 

hyperphagie, qui nécessite une voie de mTORC1 fonctionnelle dans ces neurones. 

L’hyperphagie induite par la RAPA est médiée par la diminution des niveaux du peptide 

anorexigène α-MSH (produit du clivage de POMC) et par l’augmentation de 

l’endocannabinoïde orexigène AEA. 

En outre, l’activation spécifique des neurones à POMC, en utilisant l’outil 

pharmacogénétique dit « designer receptors exclusively activated by designer drugs 

(DREADD) », ainsi que le rétablissement de la signalisation mélanocortine par le MTII, un 

analogue de l’α-MSH, bloque les effets comportementaux et moléculaires de la RAPA 

démontrant un lien de causalité entre l’activation de neurones à POMC, l’activation de la voie 

de mTORC1 et la réponse de satiété. Ces expériences confirment également que le recrutement 

du système mélanocortine est en amont de la synthèse d’AEA, puisque l’activation spécifique 

des neurones à POMC par le DREADD ainsi que l’administration de MTII bloquent 

l’augmentation de la production hypothalamique d’AEA induite par la RAPA. 
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Enfin, la délétion de CB1R dans les neurones à POMC démontre que le CB1R exprimé par 

les neurones à POMC de type GABAergique détermine l’amplitude de l’hyperphagie induite 

par la RAPA. 

Ces résultats ont de multiples répercussions : 

- en démontrant l’existence de deux sous-populations fonctionnellement distinctes de 

neurones à POMC, régissant la prise alimentaire de façon opposée. 

- en identifiant l’implication de deux voies de signalisation interconnectées : mTORC1 

et l’ECS, dans la modulation de l’activité et la fonction des neurones à POMC, et ainsi 

dans la régulation de la prise alimentaire. 

- en remettent en question les notions classiques sur la fonction des neurones à POMC 

dans la balance énergétique.  
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Summary 

Hypothalamic Pro-opiomelanocortin (POMC) neurons classically promote satiety. 

However, POMC neurons belong to heterogeneous subpopulations, whose specific 

functions are unknown. This study demonstrates that two phenotypically distinct 

POMC neurons subpopulations oppositely regulate feeding in mice. Single-cell RNA-

sequencing reveals that POMC neurons have heterogeneous neurotransmitter 

profiles, being glutamatergic, GABAergic or both in nature. Pharmacological blockade 

of mechanistic Target of Rapamycin Complex 1 (mTORC1) inhibited and activated 

glutamatergic and GABAergic POMC neurons, respectively. Optogenetic stimulation 

showed that mTORC1 signaling determines POMC neurons-mediated excitation or 

inhibition of parvocellular neurons in the hypothalamic paraventricular nucleus. Use of 

designer-receptors-exclusively-activated-by-designer-drugs (DREADD) and 

conditional deletion of mTORC1 demonstrated that mTORC1 blockade in POMC 

neurons induces hyperphagia. Decrease of POMC-derived anorexigenic -

melanocyte-stimulating hormone and recruitment of endocannabinoid-CB1 signaling 

mediated the hyperphagia induced by mTORC1 blockade. Altogether, these findings 

pinpoint the molecular mechanisms engaged by POMC neurons to antagonistically 

drive feeding, thereby challenging classic notions about their functions. 
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Introduction 

Food intake is a highly complex behavior controlled by the coordinated action of 

different of neural circuits containing specialized neuronal cell subtypes. Within the 

hypothalamus, two neuronal populations located in the arcuate nucleus (ARC) have 

been recognized to play a key role in the regulation of feeding. These two populations 

respectively express the neuropeptides Agouti-related peptide (AgRP) and Pro-

opiomelanocortin (POMC) and are known to oppositely control food intake and body 

weight (Cone, 2005; Koch and Horvath, 2014; Gautron et al., 2015). Specifically, AgRP 

neurons are activated by energy deficit (Hahn et al., 1998) and promote food seeking 

and intake through the release of AgRP as well as of Neuropeptide Y (NPY) and -

aminobutyric acid (GABA) (Fan et al., 1997; Ollmann et al., 1997; Tong et al., 2008). 

In turn, POMC neurons are activated by energy availability and classically promote 

satiety and body weight loss (Boston et al., 1997; Fan et al., 1997; Cowley et al., 2001). 

In virtue of their opposite action onto melanocortin receptors, these two neuronal types 

form the melanocortin system (Cone, 2005; Koch and Horvath, 2014; Gautron et al., 

2015), and are responsive to a wide array of nutrient and hormonal signals related to 

both the short- and long-term energy availability in the organism. Thus, the 

melanocortin system provides a model of how energy changes are integrated in the 

brain to control feeding (Cota et al., 2007; Williams and Elmquist, 2012). Recent 

evidence also suggests that AgRP and POMC neurons are able to match the 

organism’s energy needs to contextual information, since the sensory detection of food 

occurring before food consumption is sufficient to rapidly inhibit AgRP neurons and 

activate POMC neurons (Chen et al., 2015). Consistent with this evidence, refeeding 

after a fast is associated with increased activity of POMC neurons (evaluated by c-Fos 

immunoreactivity), which in turn regulate meal size (Singru et al., 2007; Fekete et al., 
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2012). However, the molecular underpinnings of such response have not been 

unambiguously identified. 

Intracellular fuel sensing pathways, whose activity relies on the level of energy 

available in the cell, have been implicated in the regulation of energy balance (Cota et 

al., 2007; Blouet and Schwartz, 2010; Lopez et al., 2016). Among these, the 

mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) pathway, which controls cellular 

growth and metabolism (Laplante and Sabatini, 2012), integrates the actions of 

hormones and nutrients in the hypothalamus to regulate feeding behavior (Cota et al., 

2006; Blouet et al., 2008; Dagon et al., 2012). Hypothalamic mTORC1 activity varies 

as a function of both cell type and the stimulus employed (Villanueva et al., 2009). 

However, whether mTORC1 plays a role in matching energy availability with POMC 

neuronal activity remains unknown. 

The ability of POMC neurons to regulate food intake might not solely depend on 

neuropeptides produced from the cleavage of POMC (Wardlaw, 2011), but also on the 

neurotransmitters they release. Differently from AgRP neurons which are GABAergic 

(Collin et al., 2003; Tong et al., 2008), neuroanatomical and electrophysiological 

studies suggest that POMC neurons are heterogeneous, and include both GABAergic 

and glutamatergic cells (Hentges et al., 2004; Hentges et al., 2009; Dicken et al., 2012; 

Jarvie and Hentges, 2012; Wittmann et al., 2013). Whether POMC neurons might exert 

different actions in the regulation of feeding behavior depending on the 

neurotransmitter they release is virtually unexplored. 

GABAergic and glutamatergic neurotransmission are regulated by specific 

mechanisms in the brain, including hypothalamic areas interested by POMC and AgRP 

neurons. Among these, the retrograde suppression of neurotransmitter release exerted 

by endocannabinoids acting at the presynaptic cannabinoid type 1 (CB1) receptor is a 
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well described one (Kano et al., 2009). CB1 activation also generally stimulates food 

intake (Mazier et al., 2015), although recent evidence demonstrates that this effect is 

neurotransmitter-type specific, with CB1 on GABAergic terminals exerting a 

hypophagic action while CB1 modulating glutamatergic neurotransmission induces the 

well-known hyperphagia (Bellocchio et al., 2010). Whether CB1 on all or 

phenotypically-segregated subsets of POMC neurons might affect feeding responses 

through the modulation of neurotransmitter release is not known. 

In this study, we addressed the physiological role of POMC neurons. Using 

pharmacological, genetic, chemogenetic, electrophysiological, and optogenetic 

approaches, we found that mTORC1 and CB1 signaling are engaged in POMC neurons 

to regulate feeding, allowing the functional characterization of a POMC GABAergic 

neuronal subpopulation that drives feeding and of a POMC glutamatergic 

subpopulation that inhibits feeding. POMC neurons therefore exert a bimodal control 

on food intake, a finding that challenges classic notions about the role of POMC 

neurons as drivers of satiety. 

 

Results 

POMC neurons have a heterogeneous neurotransmitter profile 

Some electrophysiological and neuroanatomical evidence suggests that POMC 

neurons include cells that produce GABA, glutamate or both GABA and glutamate 

(Hentges et al., 2009; Dicken et al., 2012; Jarvie and Hentges, 2012; Wittmann et al., 

2013). In order to align POMC neurons to GABA, glutamate or mixed subpopulations, 

we analyzed single cell RNA sequencing data (GEO: GSE74672) on POMC neurons 

from the hypothalamus of young adult mice (see Supplemental Experimental 

Procedures) by means of differential expression profiling (Figure 1). In order to verify 
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the distribution of POMC neurons in these three subpopulations, we performed single 

cell RNA sequencing on POMC neurons from the hypothalamus of young adult mice 

(see Supplemental Experimental Procedures). Of the 28 POMC cells examined, 7 

expressed Slc17a6, coding for the glutamatergic marker vesicular glutamate 

transporter 2 (vGLUT2); 11 were positive for Gad1 and Gad2, coding for the GABA 

synthesizing enzymes GAD67 and GAD65, respectively, and 10 were positive for both 

glutamatergic and GABAergic markers (Figure 1). Interestingly, 2 out of 11 POMC 

GABA neurons were also positive for Npy and Npy and Agrp, respectively, suggesting 

that a small proportion of GABAergic neurons co-express these orexigenic 

neuropeptides. Each POMC subpopulation was characterized by a specific gene 

expression profile (Figure 1 and Figure S1). Further gene expression analysis carried 

out comparing POMC GABAergic and POMC glutamatergic subpopulations 

demonstrated that these 2 groups of cells are substantially different (Table 1). In 

particular, POMC GABAergic neurons were enriched in the expression of genes 

regulating glucose and lipid metabolism as well as protein transcription and catabolism 

(Table 1). Conversely, POMC glutamatergic neurons showed increased expression of 

genes involved in synaptic vesicular function, purine metabolism and GTP signaling 

(Table 1). Thus, POMC hypothalamic neurons display heterogeneous neurochemical 

properties and belong to different subpopulations, whose specific functions are 

unknown. Regardless of their neurotransmitter identity, molecular determinants of 

mTORC1 and endocannabinoid signaling were expressed in all POMC neurons. 
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Neuronal type-dependent modulation of POMC neurons activity by mTORC1 

signaling 

To address the specific roles of distinct POMC neuronal subpopulations, we asked 

whether the mTORC1 pathway might differentially modulate them. First, we monitored 

their neuronal activity in hypothalamic slices under basal conditions and after the bath 

application of the mTOR inhibitor rapamycin (RAPA, 200 nM). 

Taken all cell responses together, RAPA had no clear effect on firing frequency 

(Figures S2A and S2B, n=72). However, in agreement with the single cell RNA 

sequencing results, individual Z-score analysis allowed distinguishing three POMC 

neuronal populations that responded differently to RAPA: (i) POMC neurons activated 

by RAPA (RAPAact, Figures 2A-2B, n=20/72, 28%), (ii) POMC neurons inhibited by 

RAPA (RAPAinh, Figures 2A-2C, n=26/72, 36%), and (iii) POMC neurons where RAPA 

had no significant effect on firing (RAPAns, Figure 2A-D, n=26/72, 36%). We then 

further characterized the two POMC cell populations that were oppositely regulated by 

RAPA. The treatment modified POMC cell excitability by changing the membrane 

potential (Em), with RAPAact POMC cells being depolarized and RAPAinh POMC cells 

being hyperpolarized (Figure S2C). RAPAact POMC neurons had higher membrane 

resting potential (Figure 2E) and a lower membrane capacitance (Cm) than RAPAinh 

POMC cells (Figure 2F). An inverse correlation was found between the recorded cell 

Cm and the firing changes induced by RAPA (Figure 2G). RAPAact POMC neurons 

also showed higher membrane resistance (Figure 2H) and tended to have higher basal 

firing frequency than RAPAinh POMC cells (Figure S2D). 

Cm is considered an indicator of cell size (Hentges et al., 2009) and previous 

neuroanatomical studies have described a size discrepancy within ARC POMC 

neurons. Relatively smaller size was the most reliable marker of POMC GABAergic 
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neurons (Hentges et al., 2004; Hentges et al., 2009). Thus, based on the cell size 

(Figure 2F), we hypothesized that RAPAact POMC neurons were GABAergic. To 

confirm this hypothesis, recorded neurons were filled with biocytin and subsequently 

labelled with an antiserum directed against the GABAergic marker GAD65/67. After 

confocal image acquisition and 3D image reconstruction, RAPAact POMC neurons had 

significantly more GAD65/67 staining than RAPAinh POMC neurons (Figures 2I). 

GAD65/67 staining also strongly inversely correlated with the Cm of the analyzed cells 

(Figure 2J-K), implying that small POMC cells activated by RAPA were more likely to 

be GABAergic. 

We then addressed the main synaptic target of POMC neurons. The hypothalamic 

paraventricular nucleus (PVN), and especially its parvocellular part, receive projections 

from POMC neurons located in the ARC and plays a key role in determining the satiety 

response induced by hypothalamic melanocortin signaling (Balthasar et al., 2005; 

Singru et al., 2007; Singru et al., 2012). Thus, using an optogenetic approach, we 

studied whether the different POMC neurons subpopulations that we identified 

projected onto this brain area and whether the rapid inhibition of mTORC1 signaling 

could alter POMC neurons transmission onto PVN parvocellular neurons (Figure 3). 

Using the FLEX system (Atasoy et al., 2008) in POMC-Cre neurons [Tg(Pomc1-

cre)16Lowl/J, JAX Stock #005965, The Jackson Laboratory, USA; (Balthasar et al., 

2004; Zhan et al., 2013)], we expressed the photoactivable channelrhodopsin ChR2 in 

this neuronal population (Atasoy et al., 2008). We recorded light-evoked POMC 

synaptic input onto parvocellular neurons. About 1 over 10 parvocellular neurons were 

synaptically connected to terminals arising from infected POMC neurons (31/321 cells; 

9.66%). Pharmacological assays onto light-evoked synaptic transmission were 

performed in a total of 17 parvocellular cells. A majority of the POMC terminals 
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connecting onto parvocellular neurons released pure glutamatergic inputs (58.82%; 

10/17); part of the recorded parvocellular cells also received pure GABAergic (17.65%; 

3/17) or mixed Glutamate/GABA inputs (23.53%; 4/17) (Figures 3A and 3B). To test 

the implication of mTORC1 signaling in the control of neurotransmitter release from 

POMC terminals onto parvocellular neurons, we challenged light-evoked excitatory 

post-synaptic currents (eEPSCs) by adding RAPA in the perfusion bath. We observed 

that acute inhibition of the mTORC1 pathway significantly reduced light-evoked 

eEPSCs amplitude (Figures 3C and 3D, -17.88 ± 2.948%; n=6, p<0.0001). Conversely, 

when RAPA was added while recording light-evoked inhibitory post-synaptic currents 

(eIPSCs), it significantly increased eIPSCs amplitude (Figures 3C and 3E, 

+9.22±3.042%; n=5, p=0.01). 

Altogether these results pinpoint the existence of at least two functionally distinct 

subpopulations of POMC neurons that are oppositely regulated by the mTORC1 

pathway and that converge onto the PVN, a structure critically involved in determining 

the action of melanocortins on food intake (Balthasar et al., 2005). Therefore, we went 

on to assess the role of the mTORC1 pathway in determining food intake under 

conditions known to classically engage hypothalamic POMC neurons, such as 

refeeding (Singru et al., 2007; Fekete et al., 2012). 

 

Recruitment of the mTORC1 pathway in POMC neurons during refeeding 

determines food intake 

To test the relevance of the mTORC1 pathway in modulating POMC neuronal activity 

and related feeding responses, we acutely inhibited mTORC1 by centrally (icv) 

delivering RAPA just before allowing 24-h fasted animals to access food. In refed mice, 

RAPA administration decreased activation of c-Fos expression in POMC cells, 



76 

indicating reduced neuronal activation (Figures 4A and 4B), and it diminished 

phosphorylation of the ribosomal S6 protein (p-S6), a downstream target of mTORC1 

(Laplante and Sabatini, 2012), in activated (i.e. c-Fos positive) POMC neurons 

(Figures 4A and 4C). In parallel, RAPA caused hyperphagia during the first 2 hours of 

refeeding (Figure 4D). 

To assess whether mTORC1 signaling in POMC neurons is specifically required for 

RAPA-induced hyperphagia, we generated conditional knockout (KO) mice lacking the 

protein raptor, necessary for functional mTORC1 assembly (Hara et al., 2002; Kim et 

al., 2002), in POMC neurons, thereafter called POMC-Raptor-KO mice (Figures S3A 

and S3B). Central administration of RAPA induced hyperphagia in WT littermates, but 

not in POMC-Raptor-KO (Figure 4E). In contrast, RAPA administered to conditional 

mutant mice lacking the protein rictor [required for functional mTORC2 formation 

(Sarbassov et al., 2004)] in POMC neurons (POMC-Rictor-KO mice, Figure S3C and 

S3D) still retained its hyperphagic effect (Figure 4F). Thus, RAPA causes hyperphagia 

by specifically targeting mTORC1 activity in POMC neurons. 

To confirm that activation of POMC neurons and consequent recruitment of mTORC1 

activity could prevent RAPA-induced hyperphagia, we induced chemogenetic 

activation of POMC neurons using the DREADD (designer-receptors-exclusively-

activated-by-designer-drugs) method. The gene encoding the evolved human M3-

muscarinic receptor fused to the fluorescent protein mCherry (hM3Dq-mCherry) was 

selectively expressed in POMC neurons by injecting a Cre-inducible adeno-associated 

viral vector (AAV-hM3Dq-mCherry) into the ARC of POMC-Cre mutants to obtain 

POMC-ARChM3Dq mice (Atasoy et al., 2008; Zhan et al., 2013). POMC neurons were 

activated in these mice by systemic administration of the hM3Dq ligand clozapine-N-

oxide (CNO). As expected, administration of CNO to POMC-ARChM3Dq mice induced 



77 

strong c-Fos expression in mCherry-positive POMC neurons, accompanied by an 

important increase in p-S6 expression (Figures S3E-S3G). Repeated administration of 

CNO over a few days decreased food intake (Figure S3H), as already described by 

others (Zhan et al., 2013). As already described by others (Zhan et al., 2013), repeated 

administration of CNO over a few days decreased food intake (Figure S3H). In 

contrast, acute injection of CNO did not affect fasting-induced food intake in POMC-

ARChM3Dq mice (Figure 4G). However, when CNO was combined with the 

administration of RAPA, it completely prevented the effects of RAPA on food intake 

(Figure 4G). As expected, CNO administration was unable to prevent RAPA-induced 

hyperphagia in wild-type (i.e. not expressing Cre in POMC-positive neurons) mice 

intra-ARC injected with ARChM3Dq-mCherry (Figure 4H). Thus, acute activation of 

POMC neurons in the ARC fully compensate for hyperphagia induced by inhibition of 

mTORC1. 

 

mTORC1 blockade causes hyperphagia by promoting fasting-like changes in 

hypothalamic -MSH and endocannabinoids levels 

POMC is a precursor protein that must be cleaved to generate active peptides, which 

in turn affect food intake [Figure 5A and (Wardlaw, 2011)]. To evaluate whether 

blockade of the mTORC1 pathway could cause hyperphagia by altering the levels of 

POMC or of its products, we measured hypothalamic content of the POMC peptide, its 

processing intermediates and its cleavage products in 24-h fasted and 2-h refed mice 

treated with vehicle or RAPA. Neither POMC itself nor its initial cleavage product 

adrenocorticotrophic hormone (ACTH) was altered by RAPA or refeeding (Table S1). 

However, hypothalamic levels of the anorectic peptide -MSH were increased after 2-

h refeeding relative to fasting, and RAPA treatment completely prevented this increase 
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(Figure 5B). Of note, -MSH is implicated in determining satiety responses after a fast 

(Singru et al., 2007; Singru et al., 2012). -endorphin (-EP) also had parallel, albeit 

non-significant, changes in response to refeeding and to RAPA (Table S1). When we 

calculated ratios of -MSH/POMC, -MSH/ACTH and -MSH/-EP, a significant 

relative reduction in hypothalamic -MSH was found in refed, RAPA-treated mice 

(Figures 5C-5E). Thus, inhibiting the mTORC1 pathway specifically decreases 

hypothalamic -MSH levels, an effect that could in turn participate in the observed 

hyperphagia. 

Endocannabinoid-dependent CB1 signaling has been suggested to be downstream the 

actions of melanocortins and to play a role in opposing -MSH effects on food intake, 

particularly within the PVN (Verty et al., 2004; Monge-Roffarello et al., 2014). We 

therefore reasoned that changes in -MSH levels could be accompanied by opposite 

changes in endocannabinoid levels. Accordingly, we found that fasting enhanced 

hypothalamic levels of the endocannabinoid anandamide (AEA), while refeeding 

dampened them (Figure 5F). RAPA icv administration abolished the refeeding-induced 

decrease of hypothalamic AEA, maintaining this endocannabinoid at fasting-like levels 

(Figure 5F). RAPA had no effect on the hypothalamic or extra-hypothalamic content of 

the other main endocannabinoid 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) or on extra-

hypothalamic levels of AEA, independently of the feeding status of the mice (Figure 

5G and Table S1). Thus, acute inhibition of mTORC1 signaling decreases 

hypothalamic -MSH while enhancing AEA levels. To determine whether these events 

were causally linked, we combined the central administration of RAPA with the stable 

-MSH analog MTII, used at a dose that did not have any effect on food intake or on 

hypothalamic AEA levels per se (0.02 g, icv, Figures S4A and S4B). During refeeding, 

MTII administration blocked the effect of RAPA on hypothalamic AEA levels (Figure 
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5H). Similarly, chemogenetic activation of POMC neurons prevented RAPA effect on 

hypothalamic AEA levels (Figure 5I). Hence, re-establishment of melanocortin 

signaling precludes RAPA-induced increase of AEA levels, indicating that -MSH and 

mTORC1 pathways oppositely regulate the activity of the endocannabinoid system in 

the hypothalamus. 

 

CB1-dependent signaling affects food intake by regulating GABA release from 

POMC neurons 

Consequently, to test whether the hyperphagia observed after RAPA administration 

might be due to increased endocannabinoid signaling. To test this hypothesis, we 

combined the central administration of RAPA with a sub-anorectic dose of the CB1 

antagonist Rimonabant (Rimo), which fully blocked the effect of RAPA on fasting-

induced food intake (Figure 6A). Similarly, RAPA caused hyperphagia in WT mice, but 

not in CB1-KO littermates (Figure 6B). These data confirm the involvement of the 

endocannabinoid system in the hyperphagia upon blockade of mTORC1 signaling. 

Anatomical data suggest that ARC neurons express negligible levels of CB1 receptors 

as compared to other brain regions (Marsicano and Lutz, 1999). However, studies on 

the endocannabinoid system recently revealed that even levels of CB1 receptors at the 

limit of detection can have important functional relevance (Monory et al., 2006; Han et 

al., 2012). Thus, to test whether CB1 receptors expressed in POMC are directly 

responsible of mTORC1-dependent endocannabinoid actions, we generated mice 

lacking CB1 in POMC neurons, thereafter called POMC-CB1-KO. These animals 

showed a specific deletion of CB1 in POMC neurons (Figures 6C and 6D), while 

expression of CB1 was preserved in AgRP neurons (Figures S5A and S5B). We then 

evaluated the ability of an acute central administration of RAPA to modulate food intake 
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in POMC-CB1-KO mice and wild-type littermates (POMC-CB1-WT). As expected, 

RAPA caused hyperphagia in POMC-CB1-WT mice (Figure 6E). Deletion of CB1 from 

POMC neurons had no effect per se on food intake. Interestingly, however, POMC-

CB1-KO displayed a significantly amplified effect of RAPA on food intake, implying that 

CB1 receptors on POMC neurons might actually inhibit food intake (Figure 6E). Past 

work from our laboratory has demonstrated that while activation of CB1 on 

glutamatergic neurons increases food intake, its activation on GABAergic neurons 

decreases food intake (Bellocchio et al., 2010), likely in the hypothalamus (Soria-

Gomez et al., 2014). Thus, the RAPA-induced activation of POMC GABAergic cells 

(Figure 2) might be under the direct negative control of CB1
 receptors. In this context, 

deletion of CB1 in POMC neurons would induce an excess liberation of GABA from 

synaptic terminals, thereby causing the hyperphagia under inhibition of mTORC1. 

Accordingly, a sub-effective dose [i.e. unable to affect food intake when administered 

alone (0.03 g/l icv, see Figures S5C and S5D)] of the GABAA receptor antagonist 

picrotoxin (Ptx), blocked the excessive RAPA-induced hyperphagia observed in 

POMC-CB1-KO mice, reducing their food intake to that of RAPA-treated POMC-CB1-

WT littermates (Figure 6E). Thus, CB1 on POMC GABAergic neurons determines the 

magnitude of the hyperphagia caused by mTORC1 blockade. 

Collectively, these data demonstrate that modulation of mTORC1 activity in POMC 

neurons critically controls POMC neuronal functions and related feeding responses by 

regulating POMC neurons neurotransmission and melanocortin signaling. 

 

Discussion 

Studies during the past 60 years have clearly demonstrated the key role of the 

hypothalamic melanocortin system in the regulation of food intake. These studies, 
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while delineating the functions of AgRP and POMC neurons in the context of energy 

balance, have also led to the widespread assumption that POMC neurons unvaryingly 

control the cessation of feeding. Here we have used a multidisciplinary approach to 

investigate the regulation of POMC neuronal activity during fast-induced food intake. 

These experiments have revealed that at least two POMC neuronal populations, one 

GABAergic, the other glutamatergic, are under the control of the mTORC1 pathway 

and CB1 receptor signaling and that they antagonistically affect feeding responses. 

During food consumption, mTORC1 signaling is recruited in POMC glutamatergic and 

GABAergic neurons. This leads to increased POMC glutamatergic and decreased 

POMC GABAergic neurotransmission, respectively associated with stimulation of -

MSH secretion and inhibition of endocannabinoid-CB1 receptor signaling, leading to 

the termination of the meal. When mTORC1 signaling is inhibited, like under conditions 

of energy deficit (Laplante and Sabatini, 2012), the activation of POMC GABAergic 

neurons is facilitated, whereas POMC glutamatergic and melanocortin signaling are 

inhibited, and the recruitment of endocannabinoid signaling acts eventually as a break 

on feeding behavior, overall increasing food intake. Collectively, these findings 

therefore uncover a more complex and dynamic role for POMC neurons in the control 

of food intake than it has been appreciated to date. 

Previous studies had actually suggested that at least 3 subpopulations of POMC 

neurons can be distinguished based on the type of neurotransmitter released (Dicken 

et al., 2012; Jarvie and Hentges, 2012; Wittmann et al., 2013). Our data provide 

functional significance to this long overlooked information, offering evidence for an 

opposite role of POMC glutamatergic and POMC GABAergic subpopulations in the 

regulation of food intake. Our transcriptomic profiling show that POMC glutamatergic 

and POMC GABAergic cells have specific characteristics, giving important insight into 
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the cell biology that characterizes these two subpopulations. Biological specificity holds 

true also for the mixt GABA/glutamatergic population that we have identified, which is 

unresponsive to RAPA and whose functions are currently unknown. It has been 

proposed that the proportion of POMC glutamatergic and POMC GABAergic neurons 

varies with age (Dennison et al., 2016). In this context, the third GABA/glutamatergic 

population may be indicative of a switch in neurotransmitter phenotype over time as 

well as representing another way for POMC neurons to fine-tune their actions on target 

circuits. It is also noteworthy to point out that the heterogeneity in neurotransmitter type 

likely explains the inability to observe acute, rapid changes in food intake using 

optogenetic or chemogenetic approaches to induce POMC neurons activity (present 

findings and (Aponte et al., 2011; Zhan et al., 2013; Koch et al., 2015)). Accordingly, 

the fact that POMC-Raptor-KO, POMC-Rictor-KO and POMC-CB1-KO mice did not 

have per se a phenotype during fasting-induced food intake could be attributed to the 

similar expression of the deleted genes and related pathways across the 3 POMC 

neurons subpopulations. 

We were the first to suggest the involvement of the fuel sensing mTORC1 pathway in 

the hypothalamic regulation of food intake and body weight (Cota et al., 2006). Since 

then, a few studies by using conditional gene targeting approaches have investigated 

the role of the mTOR kinase or of components of its pathway in AgRP and POMC 

neurons (Mori et al., 2009; Kocalis et al., 2014; Smith et al., 2015; Caron et al., 2016). 

Some of these investigations have in particular shown that sustained mTORC1 activity, 

induced by either genetic manipulation or by aging, induces functional and 

morphological changes in POMC neurons, which in turn lead to hyperphagia and 

obesity (Mori et al., 2009 ; Yang et al., 2012). 
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The current findings now demonstrate that the mTORC1 pathway is critically implicated 

in the recruitment of POMC neurons in response to fuel availability and that depending 

on the cell neurotransmitter type, activity of the pathway leads to opposite effects on 

the regulation of neuronal activity. These changes in neuronal activity are in turn 

associated with changes in hypothalamic levels of -MSH and the endocannabinoid 

AEA, which then contributes to the further modulation of neurotransmitter release and 

to the feeding response. These observations on one side lead to propose that POMC 

cells use mTORC1 signaling to coordinate neuropeptidergic (i.e. levels of -MSH) and 

neurotransmitter-dependent responses induced by food consumption. On the other, 

they also allow confirming that, in agreement with previous evidence (Verty et al., 2004; 

Monge-Roffarello et al., 2014), recruitment of melanocortin signaling is upstream 

endocannabinoid-dependent CB1 receptor activation and that the latter exert an 

important inhibitory action on the POMC GABAergic subpopulation, whose activation 

stimulates food intake. This action is part of the classic effects ascribed to presynaptic 

CB1 and is consistent with our past observations demonstrating opposite effects of CB1 

signaling on food intake depending on the cell neurotransmitter type (Bellocchio et al., 

2010; Soria-Gomez et al., 2014). Interestingly, recent work has shown that POMC 

neurons actually drive cannabinoid-induced hyperphagia in sated mice through a 

mechanism that relies on CB1 modulation of presynaptic inputs onto POMC cells and 

on CB1-dependent mitochondrial adaptations, causing a switch in the release from the 

anorectic -MSH to the appetite-stimulant β-endorphin by POMC neurons (Dutia et al., 

2012; Koch et al., 2015). Taking into account the present findings, further studies will 

be needed in order to assess the role of the mTORC1 pathway as regulator of 

differential POMC processing in response to different endogenous or exogenous 
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stimuli, and evaluate whether POMC processing might differ depending upon the 

specific POMC neurotransmitter cell type. 

Our optogenetic studies finally demonstrate that POMC GABAergic, glutamatergic and 

GABA/glutamatergic subpopulations project onto parvocellular neurons of the PVN, 

substantiating the idea of a common convergent action of these 3 populations onto this 

hypothalamic nucleus. Acute modulation of mTORC1 signaling alters both excitatory 

and inhibitory POMC inputs onto parvocellular cells, suggesting that this is one of the 

outputs used for the regulation of feeding in our model. This evidence, however, does 

not exclude that each POMC neurons subpopulation might also project to (and receive 

projections from) specific and different circuits or that these subpopulations might 

affect each other activity, as implied by electrophysiological studies showing that 

GABA released from POMC neurons may act at presynaptic receptors on POMC 

terminals in an autoregulatory manner to limit continued transmission (Dicken et al., 

2012). 

The present study provides compelling evidence for a sophisticated role of POMC 

neurons in the regulation of food intake, indicating that specific POMC neurons 

subpopulations differentially impact on the regulation of energy balance. Thus, these 

data reveal an unforeseen neuronal mechanism, which modifies our vision of 

hypothalamic circuits regulating food intake, energy balance and associated 

pathological states. 
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Experimental Procedures 

Animals 

All experiments were conducted in strict compliance with the European Union 

recommendations (2013/63/EU) and were approved by the French Ministry of 

Agriculture and Fisheries (animal experimentation authorization n°3309004) and the 

local ethical committee of the University of Bordeaux (DIR1354). Maximal efforts were 

made to reduce any suffering and the number of animals used. Male mice, aged 7 to 

16 weeks, were housed individually in standard plastic rodent cages, maintained on a 

12-h light-dark cycle (lights off at 1300 h) with ad libitum access to pelleted chow (A03, 

SAFE, France) and water, unless otherwise specified. C57BL6/J mice (Janvier, 

France), POMC-Cre mice [Tg(Pomc1-cre)16Lowl/J, JAX Stock #005965, The Jackson 

Laboratory, USA; (Balthasar et al., 2004; Zhan et al., 2013)], POMC-YFP mice, and 

POMC-Raptor-KO, POMC-Rictor-KO, POMC-CB1-KO, CB1-KO and their wild-type 

(WT) littermates were used. Details about the generation of the different conditional 

mouse lines are provided in the Supplemental Information. Number of animals used in 

the study is indicated in the figure legends. 

 

Fasting-induced food intake studies 

Details about the stereotaxic surgery, AAV vectors used for hM3Dq (Gq-coupled 

human M3 muscarinic) expression and use of DREADD to modulate food intake, drugs 

preparation and pharmacologic dose-response studies are described in the 

Supplemental Information. 

All mice were singly housed for at least 7 days before the fasting-induced food intake 

experiments. The day before the experiment, food was removed from the cages for 24 

hours. Fasted mice received an icv injection of RAPA (25 µg in 1 µl DMSO) or its 
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vehicle, which were administered 4 h before dark onset. The same protocol was 

followed when Rimo (5 µg in 1 µl DMSO), Ptx (0.03 µg in 1 µl DMSO), MTII (0.02 µg 

in 1 µl PBS) or CNO (5 mg/kg in saline, ip) were combined with RAPA. Rimo, Ptx or 

MTII were simultaneously administered icv with RAPA; CNO or its vehicle were 

administered 15 min before the icv administration of RAPA or its vehicle. 

Food was returned immediately after the drugs injections and intake was recorded after 

1, 2 and, in some cases, after 24 h. Body weight was measured immediately before 

and 24 h after the treatments. 

 

Double fluorescent in situ hybridization (FISH) 

Experimental procedure for the double FISH studies is described in the Supplemental 

Information. 

 

Immunohistochemistry 

Experimental procedure for the immunohistochemistry studies is described in the 

Supplemental Information. 

 

Hypothalamic neuropeptides assays 

Hypothalami from fasted or refed C57BL/6J mice, treated icv with RAPA or its vehicle, 

were extracted in 0.1N HCl and assayed for POMC peptides as previously described 

(Savontaus et al., 2004). Further details are provided in the Supplemental Information. 

 

Endocannabinoid measurements 

C57BL/6J mice were sacrificed 1 h after icv administration of RAPA or its vehicle under 

fasting or refeeding conditions. Brains were removed and the hypothalamus, 
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hippocampus and cortex dissected, flash frozen and stored at -80°C until analysis. In 

other experiments, hypothalami were collected from 24-h fasted C57BL/6J mice 

injected icv with MTII (0.02µg) or PBS, or with RAPA or with RAPA combined to MTII 

and sacrificed 1 h after refeeding. Hypothalami were also collected from refed 

ARChM3Dq POMC-Cre+/+ mice sacrificed after ip injection of CNO or its vehicle and icv 

administration of RAPA. Measurements of AEA and 2-AG were carried out as in 

(Lafourcade et al., 2011; Gatta-Cherifi et al., 2012). Endocannabinoids content was 

expressed as fmol or pmol of mg of tissue. 

 

Single Cell RNA sequencing analysis 

Experimental procedure for the single cell RNA sequencing studies is described in the 

Supplemental Information. 

 

Electrophysiology 

Acute coronal brain slices were prepared from 8 to 12 weeks old mice expressing YFP 

or channelrhodopsin 2 coupled to mCherry selectively in POMC neurons. RAPA was 

directly added in the perfusion aCSF at a final concentration of 200 nM (for details see 

Supplemental Information). 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using Prism (Graphpad, USA). All values are 

reported as means ± SEM. Data were analyzed by unpaired or paired Student’s t-tests 

or by 1-way or 2-way ANOVAs as appropriate. Significant ANOVAs were followed by 

Fisher LSD post-hoc test. Single-cell RNA-seq data for the various POMC subgroups 
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was analyzed using Student’s t-test on log-transformed mRNA copy data. P values 

less than 0.05 denote statistical significance. 

 

Supplemental Information 

Supplemental Information includes Supplemental Experimental Procedures, five 

figures, one data table, and two tables with detailed statistical analysis description. 
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Figure Legends 

Figure 1. POMC neurons with different neurotransmitter profile have specific 

genetic signature. Neurotransmitter type-specific single-cell transcriptome profiling of 

hypothalamic Pomc+ neurons. The heat map illustrates the differential expression of 

several genes depending on whether Pomc+ cells are GABAergic (11 cells studied, 

column 1 to 11 from the left), glutamatergic (7 cells studied, columns 12 to 18 from the 

left) or GABA/glutamatergic (10 cells studied, columns 19 to 28 from the left). The color 

scale bar shows the color coding of the single-cell expression level. Data are 

normalized to maximum single-cell level in the dataset for every gene. See also Table 

1 and Figure S1. 

 

Figure 2. mTORC1 blockade rapidly and differently changes POMC neurons 

activity depending on neurotransmitter cell type. 

(A) Repartition of the tested POMC neurons as function of their response to RAPA and 

time course of the POMC neurons response after RAPA perfusion. (B-E) 

Representative traces of POMC neurons firing during RAPA perfusion recorded in 

whole cell current clamp configuration from POMC-YFP mice. RAPA perfusion 

decreases (B and C n=26/72 cells) or increases (D and E, n=20/72 cells) POMC firing 

(31animals analyzed in total). (F) Membrane potential is increased in RAPAact POMC 

neurons (+2.01 ± 0.42 mV, n=20 cells) as compared to RAPAinh POMC neurons (-1.07 

± 0.37 mV, n=26 cells). (G, I) Cell capacitance (Cm) is reduced (G) while membrane 

resistance (Rm) is increased (I) in RAPAact POMC neurons (n=20) as compared to 

RAPAinh POMC neurons (n=26). (H) Change in cell firing in response to RAPA is 

correlated to the cell membrane capacitance. (J) Representative images of a RAPAinh 

POMC neuron and RAPAact POMC neuron stained with biocytin (blue) and GAD65/67 
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(red) (left panel), and corresponding 3D cell reconstruction images used for 

quantification (right panel). (K) Number of GAD65/67 spots over membrane 

capacitance is higher in RAPAact POMC neurons as compared to RAPAinh POMC 

neurons (n=4-5 cells). (L) Number of GAD65/67 spots is inversely correlated to the cell 

membrane capacitance (n=15). Scale bar in J: 5 m. Data are mean  SEM. **p<0.01, 

***p<0.001. For details of statistical analyses, see Table S2. See also Figure S2. 

 

Figure 3. mTORC1 signaling regulates neurotransmitter input arising from 

POMC neurons onto PVN parvocellular cells. 

(A) Representative image of mCherry-positive, channelrhodopsin 2 expressing 

projections from ARC POMC neurons onto the hypothalamic paraventricular nucleus 

(PVN). (B) Distribution of the neurotransmission type recorded in parvocellular neurons 

after photostimulation (n=17 cells) and representative traces (right panel) of light-

evoked post-synaptic currents recorded from parvocellular neurons of the PVN for 

each neurotransmission type. POMC neurons mainly release glutamate (58.82%, 

10/17 cells) onto parvocellular neurons, however pure GABAergic (17.65%; 3/17 cells) 

and mixed Glutamate/GABA (23.53%, 4/17 cells) connections were also observed. (C) 

Amplitude time course of light-evoked EPSC (pink; n=6 cells) and IPSC (green; n=5 

cells) normalized to baseline. RAPA decreases eEPSCs amplitude (D) and increases 

eIPSCs amplitude (E). Representative traces of eEPSC (D; top) and eIPSC (E; top) 

before (bef, in C) and after (aft, in C) 10 minutes of RAPA application. *p<0.05, 

***p<0.001. Scale bar in A: 50 m. V: 3rd ventricle. Data are mean ± SEM. *p<0.05. For 

details of statistical analyses, see Table S2. 
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Figure 4. The mTORC1 pathway is recruited in POMC neurons during refeeding 

where it controls food intake. 

(A-C) Fast-induced food intake (FI) increases c-Fos expression (green color, evaluated 

after 1.5h of refeeding) in POMC-positive neurons (red color; A, B); this is associated 

with an increased phosphorylation of the mTORC1 downstream target S6 (p-S6) 

(purple color; A, B). Central administration of the mTOR inhibitor rapamycin (RAPA) 

decreases both c-Fos as well as p-S6 expression in POMC neurons during refeeding 

(A-C). (n=8-10 mice per group). (D-F) Fasting-induced 2-h food intake in C57BL/6J 

mice (D, n=5 per group), POMC-Raptor-WT and POMC-Raptor-KO littermates (E, n=9-

12 per group), and POMC-Rictor-WT and POMC-Rictor-KO littermates (F, n=5 per 

group) treated icv with vehicle or RAPA. (G,H) Acute CNO injection inhibits RAPA-

induced hyperphagia in ARChM3Dq POMC-Cre+/+ mice (G, n=6-22 per group), but not in 

ARChM3Dq POMC-Cre-/- control mice that do not express the Cre recombinase (H, n=7-

8 per group). 

Scale bar in A: 50µm, and 10µm for smaller inset. V: 3rd ventricle. Data are mean  

SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. For details of statistical analyses, see Table S2. 

See also Figure S3. 

 

Figure 5. mTORC1 blockade during refeeding induces fasting-like changes in 

hypothalamic -MSH and AEA levels. 

(A) Schematic diagram illustrating hypothalamic POMC processing. (B) -MSH 

content in the hypothalami of 24-h fasted or 2-h refed C57BL/6J mice treated icv with 

vehicle or RAPA (n=8 per group). (C-E) Hypothalamic -MSH/POMC (C), -

MSH/ACTH (D) and -MSH/β-EP (E) ratios in 2-h refed C57BL/6J mice treated icv 

with vehicle or RAPA (n=8 per group). (F, G) Effect of icv administration of vehicle or 
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RAPA on hypothalamic AEA (F, n=3-5 per group) and 2-AG (G, n=4-5 per group) 

content in fasted or refed C57BL/6J mice. (H) Effect of the combined icv administration 

of the -MSH analog MTII (0.02 µg) and RAPA on hypothalamic AEA content in refed 

C57BL/6J mice (n=6 per group). (I) Effect of the combined administration of CNO and 

RAPA on hypothalamic AEA content in refed ARChM3Dq POMC-Cre+/+ mice (n=8-10 

per group). Data are mean  SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.  For details of 

statistical analyses, see Table S2. See also Figure S4. 

 

Figure 6. CB1-dependent signaling determines fasting-induced hyperphagia 

during mTORC1 blockade by modulating POMC GABAergic neurons. 

(A) Fast-induced 2-h food intake in C57BL/6J mice treated icv with RAPA, the CB1 

antagonist Rimonabant (Rimo), or with the two drugs combined (n=9-10 per group). 

(B) Fasting-induced 2-h food intake in CB1-WT and CB1-KO littermates treated icv with 

RAPA or its vehicle (n=9-13 per group). (C, D) Representative images taken at the 

level of the ARC (C) and related quantification (D) of fluorescent in situ hybridization 

studies showing colocalization of CB1 mRNA expression (green color) in POMC 

mRNA-positive neurons (red color) of POMC-CB1-WT and POMC-CB1-KO littermates 

(n=3 per group). Nuclear counterstain carried out with DAPI. (E) Fast-induced 2-h food 

intake in POMC-CB1-WT and POMC-CB1-KO mice treated icv with RAPA, its vehicle 

or a combination of RAPA and the GABAA receptor antagonist picrotoxin (Ptx) (n=7-26 

per group). Scale bar in C: 50µm, and 5µm for smaller inset. V: 3rd ventricle. Data are 

mean  SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. For details of statistical analyses, see 

Table S2. See also Figure S5. 
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Table 1. Gene annotation enrichment analysis of differentially expressed genes in 

POMC GABAergic and POMC glutamatergic neurons. 

 Database Term Fold 
Enrichment 

Count p-value 
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Gene Ontology Glutamate decarboxylase activity 67.11 2 2,94E-02 

Gene Ontology Glucose-6-phosphate/hexose phosphate transport 45.07 2 4,35E-02 

Gene Ontology Transcriptional repressor complex 11.75 5 7,79E-04 

Gene Ontology Proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic 

process 

9.01 4 9,52E-03 

Gene Ontology Neutral lipid metabolic process 6.01 4 2,84E-02 

Gene Ontology Glycerol ether metabolic process 6.01 4 2,84E-02 

Gene Ontology Triglyceride metabolic process 5.63 3 9,81E-02 

Gene Ontology Chromatin binding 4.33 10 5,03E-04 

Gene Ontology Regulation of gene-specific transcription 4.04 4 7,59E-02 

Gene Ontology Transcription coactivator activity 4.03 6 1,65E-02 

Gene Ontology Transcription cofactor activity 3.82 12 3,10E-04 

Gene Ontology Transcription repressor activity 3.73 10 1,45E-03 

Gene Ontology Transcription corepressor activity 3.73 4 9,12E-02 

Gene Ontology Glycerolipid metabolic process 3.14 6 4,19E-02 

Gene Ontology Ubiquitin-dependent protein catabolic process 2.88 6 5,74E-02 

Gene Ontology Transcription factor binding 2.80 12 3,82E-03 

Gene Ontology Negative regulation of transcription 2.54 14 3,56E-03 

Gene Ontology Negative regulation of gene expression 2.47 15 3,04E-03 

Gene Ontology Transcription factor complex 2.25 8 6,50E-02 
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 Gene Ontology Synaptic vesicle membrane 34.64 2 5,48E-02 

Gene Ontology Synaptic vesicle membrane 34.64 2 5,48E-02 

Gene Ontology Clathrin coated vesicle membrane 27.42 3 5,04E-03 

Gene Ontology Cytoplasmic vesicle membrane 11.35 3 2,72E-02 

Kegg pathway Purine metabolism 7.31 3 5,46E-02 

Gene Ontology GTP binding 4.42 4 5,68E-02 

Gene Ontology Vesicle 3.17 5 6,59E-02 
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Supplemental Experimental Procedures 

Animals 

Male POMC-YFP mice, and POMC-Raptor-KO, POMC-Rictor-KO, POMC-CB1-KO, 

CB1-KO and their wild-type (WT) littermates were all generated in the Neurocentre 

Magendie breeding facility. POMC-YFP mice were obtained by crossing POMC-Cre 

[Tg(Pomc1-cre)16Lowl/J, JAX Stock #005965, The Jackson Laboratory, USA] mice 

with Rosy mice [B6.129X1-Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos/J, JAX Stock #006148, 

The Jackson Laboratory]. POMC-Raptor-KO and WT mice were generated by crossing 

POMC-Cre mice with Raptor-Flox mice (B6.Cg-Rptortm1.1Dmsa/J, JAX Stock 

#013188, The Jackson Laboratory). POMC-Rictor-KO and WT mice were obtained by 

crossing POMC-Cre mice with Rictor-Flox mice (Rictortm1.1Klg/SjmJ, JAX Stock 

#020649, The Jackson Laboratory). POMC-CB1-KO and WT mice were generated by 

crossing POMC-Cre mice with CB1-Flox mice (Marsicano et al., 2003). The constitutive 

CB1-KO strain was generated and genotyped as previously described (Marsicano et 

al., 2002). 

Mice were genotyped from genomic DNA purified from tail biopsies by PCR using 

specifics primers (see further below). Tails were incubated overnight at 56°C in 

Proteinase K buffer (100mM Tris-HCl pH8, 5mM EDTA, 0.2 % SDS, 200mM NaCl, 

0,2mg/mL PK). After 10 min at 13200 rpm, the supernatants were purified on silica 

columns, according to the manufacturer protocol (Macherey nagel kit), on a zephyr 

automatic station. PCR assay was carried out using a Biorad C1000 thermal cycler, 

with GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (Promega), and 0.3 to 0.6µM of each 

primer in a 25µL volume. PCR conditions were as follows: 1 cycle, 5 min at 95°C; 37 

cycles, 30 sec at 95°C, 30 sec at 55°C for, 1 min at 72°C; 1 cycle, 5 min at 72°C. PCR 
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products was analyzed on a Labchip GX microfluidic electrophoresis system (Caliper) 

using the DNA5k kit. 

 

Primers for genotype analysis. 

Mouse line Primer sequence 5'3'  expected fragment 

POMC-Cre Cre F GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC Cre 100 pb 

 Cre R GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT   

CB1-Flox CB1_F GCTGTCTCTGGTCCTCTTAAA excision 680 pb 

 CB1_R GGTGTCACCTCTGAAAACAGA flox 555 pb 

 CB1_ex CTCCTGTATGCCATAGCTCTT wt 450 pb 

Rictor-Flox Rictor-F CAAGCATCATGCAGCTCTTC Flox 560 pb 

 Rptor-R TCCCAGAATTTCCAGGCTTA wt 410 pb 

Raptor-Flox Rptor-F CTCAGTAGTGGTATGTGCTCAG Flox 200 pb 

 Rptor-R GGGTACAGTATGTCAGCACAG wt 160 pb 

POMC-YFP WT-F AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT wt 620 pb 

 Ki-F GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC Ki 330 pb 

 Common-R GGAGCGGGAGAAATGGATATG Common  

 

AAV vectors for hM3Dq and channelrhodopsin 2 (ChR2) expression 

Gq-coupled human M3 muscarinic DREADD (hM3Dq) fused to mCherry (Alexander et 

al., 2009), provided by Brian L. Roth (University of North Carolina, Chapel Hill, NC, 

USA) was subcloned in a CAG-DIO rAAV vector for Cre-dependent expression (Atasoy 

et al., 2008) by using standard molecular biology techniques. AAV-DIO-hChR2 virus 

was generated using pAAV-Ef1a-DO-hChR2(H134R)-mCherry-WPRE-pA plasmid as 

backbone (ADDGENE #37082). Vectors used were of an AAV1/AAV2 mixed serotype, 

and were generated by calcium phosphate transfection of HEK-293T cells and 

subsequent purification as described (Monory et al., 2006). 

 

Stereotaxic surgery 

Mice were anesthetized with a mixture of ketamine (100 mg/kg, ip) and xylazine 

(10 mg/kg, ip), placed in a stereotaxic holder (David Kopf Instruments, USA) and 
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implanted with a cannula in the lateral cerebral ventricle (coordinate AP/DV/ML = 

−0.5/−2.1/-1.2 mm). Cannula placement was verified by administering 5 µg of 

neuropeptide Y (NPY) (Phoenix Pharmaceuticals Inc., France) in 0.1 M PBS (pH 7.4) 

and by assessing subsequent food intake, as in (Brown et al., 2006). 

Stereotaxic virus injection. POMC-Cre+/+ and POMC-Cre-/- mice were anesthetized 

and placed in a stereotaxic holder. Hamilton syringe with NanoFil needle (85 μm tip 

diameter) were filled with AAV and inserted into the ARC. AAV vectors (500 nL) were 

infused with pressure (coordinate AP/DV/ML = −1.5/−5.5/±0.2 mm; infusion speed = 

100 nL/min; UltraMicroPump UMP3 (one) with SYS-Micro4 Controller, WPI, USA). To 

activate neurons, AAV DIO hM3Dq-mCherry vectors were injected into the ARC of 

POMC-Cre+/+ mice. For control, AAV DIO hM3Dq-mCherry virus was injected into the 

ARC of POMC-Cre-/- mice. Mice were then implanted with cannulae into the lateral 

cerebral ventricle as detailed above. Mice were used for the behavioral studies after at 

least 4 weeks from the intra-ARC AAV administration. For optogenetic 

electrophysiology studies, 5-weeks old POMC-Cre+/+ mice were stereotaxically and 

bilaterally injected with an AAV-DIO-hChR2 virus at same coordinates as before, 

injection volume: 500 nl and injection speed: 100 nl/min. Animals were used for 

electrophysiology studies after 4 to 5 weeks from the intra-ARC AAV administration. 

 

Drugs preparations and food intake studies 

Rapamycin (RAPA, EMD Millipore, USA), picrotoxin (Ptx, Sigma-Aldrich, USA), and 

Rimonabant (Rimo, NIMH Chemical Synthesis and Drug Supply Program, USA) were 

dissolved in DMSO, the -MSH analog melanotan II (MTII, Phoenix Pharmaceuticals, 

USA) was dissolved in phosphate-buffered saline (PBS), and clozapine-N-oxide (CNO, 

Sigma-Aldrich, USA) was dissolved in saline. 
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Chronic CNO food intake study. ARChM3Dq POMC-Cre+/+ mice were injected with 

saline during the first 3 days at dark onset and then 5h later. For the next 3 days, they 

were then treated with CNO (5 mg/kg, ip) twice a day, at dark onset and 5h later. From 

days 6 to 10, mice received two daily injections of saline, as before. Food intake was 

recorded every day for the length of the treatment. 

MTII and Ptx dose-responses. The MTII and the Ptx dose-response were carried out 

in 24-h fasted C57BL/6J mice that received MTII (0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03, 0.02 

or 0.01 µg/µL in saline, icv) or Ptx (0.03, 0.06 or 0.09 µg/µL in DMSO, icv) respectively 

1 h and 4 h before dark onset.  Food intake was recorded at 1h, 2h and 24h. Body 

weight was measured immediately before and 24h after the treatments. 

 

Double fluorescent in situ hybridization 

POMC-CB1-KO, CB1-KO and their WT littermates (3 per genotype) were sacrificed by 

cervical dislocation. Their brains were isolated, quickly frozen in liquid nitrogen and 

stored at -80ºC until sectioning (14 μm section thickness) using a cryostat (CM1950, 

Leica, Germany). FITC-labeled riboprobes against mouse CB1 receptor and DIG-

labeled riboprobes against mouse AgRP or POMC were prepared as described 

(Marsicano and Lutz, 1999; Marsicano et al., 2003; Monory et al., 2006). For the 

generation of FITC-labelled riboprobes, CB1 cDNA was sub-cloned into pBluescript 

vector using the restriction enzymes EcoRI and BamHI (New England Biolabs, Ipswich, 

MA, USA). After linearization with BamHI, the antisense riboprobe was synthesized 

with T3 RNA polymerase (Roche, Basel, Switzerland). For the generation of the sense 

riboprobe, EcoRI was used for the linearization and T7 RNA polymerase (Roche) for 

the synthesis. For signal amplification, we used the TSATM Plus System Cyanine 

3/Fluorescein (Perkin Elmer). For the generation of DIG-labelled riboprobes, AgRP and 
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POMC cDNA were sub-cloned into pBluescript vector using the restriction enzymes 

EcoRI and BamHI. After linearization with BamHI, the antisense riboprobe was 

synthesized with T3 RNA polymerase. For the generation of the sense riboprobe, 

EcoRI was used for the linearization and T7 RNA polymerase for the synthesis. For 

signal amplification we used the TSATM System Cyanine 3/Fluorescein. Blocking 

buffer TNB and wash buffer TNT were prepared according to the manufacturer’s 

protocol. Slides were analyzed by epifluorescence microscopy at 40X (Leica). 

Quantitative co-expression data were obtained using the program ImageJ with the 

“CellCounter plug-in” (http://rsbweb.nih.gov/ij/), by separately counting CB1 (green), 

AgRP or POMC (red) and co-expressing neurons in the ARC of POMC-CB1-KO, CB1-

KO and their WT littermates. CB1-KO brains were included as negative control in the 

experiment to verify the complete deletion of CB1 in both AgRP and POMC neurons. 

A total of 70-100 neurons were counted using 3 images containing the ARC from 3 

mice for each genotype. 

 

Immunohistochemistry 

Mice were deeply anesthetized using pentobarbital given ip and then perfused 

transcardially with ice-cold PBS, pH 7.4, followed by 4% paraformaldehyde (PFA, 

Sigma-Aldrich, France) in PBS with 0.2% picric acid. Brains were extracted and 

postfixed in 4% PFA overnight at 4°C, then cryoprotected with 30% sucrose in PBS at 

4°C. Coronal sections (30 μm) were cut with a cryostat (CM1950, Leica, Germany), 

collected in PBS and stored in antifreeze solution (30% ethylene glycol, 30% glycerol 

in KPBS) at -20°C until further used. 

Double-labeling immunohistochemistry. Brain sections from POMC-Raptor-KO 

and their WT littermates were processed for the co-localization of raptor and POMC. 
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Sections were first incubated with 10% normal goat serum (Dako, Denmark) and then 

with rabbit anti-raptor antibody (1:500, Abcam, UK) overnight at 4°C. The next day 

sections were washed in PBS and incubated for 1 h with A647-conjugated secondary 

goat anti-rabbit antibody (1:500, Cell Signaling, USA). Sections were washed in PBS 

and incubated with Goat Fab Fragment Anti-Rabbit IgG (1:100, Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA) to avoid cross-reactivity. Sections were 

then washed in PBS and blocked with 10% normal goat serum (Dako) and then 

incubated with rabbit anti-POMC antibody (1:2000; Phoenix Pharmaceuticals Inc., 

USA) overnight at 4°C. The next day sections were washed in PBS and incubated for 

1 h with A488-conjugated secondary goat anti-rabbit antibody (1:500, Cell Signaling, 

USA). Sections were then mounted and cover-slipped. The same protocol was 

followed for the co-localization of rictor and POMC in POMC-Rictor-KO mice and their 

WT littermates, where sections were first incubated with rabbit anti-rictor antibody 

(1:1000, Bethyl Laboratories, Inc., USA). 

Evaluation of chemogenetic activation of POMC neurons. For co-localization of c-

Fos and phosphorylated S6 ribosomal protein (p-S6) in mCherry-expressing POMC 

neurons, ARChM3Dq POMC-Cre+/+ mice received a single injection of CNO (5 mg/kg, ip) 

or its vehicle 90 minutes before sacrifice. Collected sections were first incubated with 

10% normal donkey serum (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA) and 

then with goat anti-c-Fos antibody (1:250; Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) 

overnight at 4°C. The next day sections were washed in PBS and incubated for 1 h 

with A488-conjugated secondary donkey anti-goat antibody (1:500, EMD Millipore, 

USA). Sections were then washed in PBS and blocked with 10% normal goat serum 

(Dako, Denmark) and subsequently incubated with rabbit anti-p-S6 ser240/244 

antibody (1:200; Cell Signalling, USA) overnight at 4°C. The next day sections were 
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washed in PBS and incubated for 1 h with A647-conjugated secondary goat anti-rabbit 

antibody (1:500, Cell Signaling, USA). Sections were then mounted and cover-slipped. 

Triple-labeling immunohistochemistry. Brain sections from 90-min refed C57BL6/J 

mice were processed for the co-localization of c-Fos and p-S6 in POMC neurons. 

Sections were first incubated with 10% normal donkey serum (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA) and then with goat anti-c-Fos antibody 

(1:250; Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) overnight at 4°C. The next day sections 

were washed in PBS and incubated for 1 h with A594-conjugated secondary donkey 

anti-goat antibody (1:500, EMD Millipore, USA). Sections were then washed in PBS 

and blocked with 10% normal goat serum (Dako, Denmark) and then incubated with 

rabbit anti-p-S6 antibody (1:200; Cell Signalling, USA) overnight at 4°C. The next day 

sections were washed in PBS and incubated for 1 h with biotinylated goat anti-rabbit 

IgG secondary antibody (1:400, Vector Labs, USA), followed by washes and 1 h of 

amplification with an avidin-biotin complex (Vector Labs, USA). The sections were then 

washed and incubated with a FITC-conjugated streptavidin (1:400, Vector Labs, USA). 

Finally, sections were washed in PBS and incubated with Goat Fab Fragment Anti-

Rabbit IgG (1:100, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA) to avoid cross-

reactivity. Sections were then washed in PBS and blocked with 10% normal goat serum 

(Dako) and then incubated with rabbit anti-POMC antibody (1:2000, Phoenix 

Pharmaceuticals, Inc., USA) overnight at 4°C. The next day sections were washed in 

PBS and incubated for 1 h with A647-conjugated secondary goat anti-rabbit antibody 

(1:500, Cell Signaling, USA). Sections were then mounted and cover-slipped. 

Quantification of the immunohistochemical signal. Fluorescent images were 

acquired with a confocal microscope (SP8-STED, Leica, Germany) and all sections 

containing the ARC were rostro-caudally analyzed using ImageJ. 
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Hypothalamic neuropeptides assays 

-MSH RIA was performed with antiserum that cross-reacts fully with des-acetyl--

MSH, but has no cross-reactivity with ACTH or CLIP, nor with the free acid form of -

MSH that has not been amidated. -EP RIA was performed with an antiserum directed 

at -EP18-25. ACTH RIA was performed with antiserum directed against ACTH7–18 (IgG 

Corp. TN, USA), which cross-reacts with Pro-ACTH but has no cross-reactivity with -

MSH, CLIP or -EP (Papadopoulos and Wardlaw, 1999). POMC precursor ELISA was 

performed with reagents provided by Dr. Anne White at the University of Manchester 

(Tsigos et al., 1993). Data are expressed versus mg protein. 

 

Single Cell RNA Sequencing analysis 

RNA-seq data on Pomc-expressing neurons (≥2 mRNA copies per cell) were extracted 

from a publicly available dataset on hypothalamic neurons from 2-4 weeks old mice 

[(Romanov et al., 2016); GEO accession number GSE74672]. Briefly, the procedure 

to prepare a transcriptome dataset on hypothalamic neurons included: 1) isolation of a 

central column of the mouse hypothalamus spanning the posterior preoptic area until 

the arcuate nucleus (rostrocaudal axis), vertically including the paraventricular nucleus 

(dorsal) and laterally the ventrolateral hypothalamic area. This was achieved through 

microdissection from serial 300-μm thick coronal slices under light microscopy 

guidance; 2) cells were dissociated using the “Papain Dissociation System” 

(Worthington); 3) cells were concentrated to a density of 600-1,000 cells/μl; 4) 

individual cells were separated and captured on a C1-AutoPrep IFC microfluidic chip 

designed for cells of 10-17-μm in diameter (Fluidigm) (capture quality for exclusion of 

debris or doublets was performed manually after each experiment); 5) cells were lysed, 
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cDNA synthesized, amplified and tagmented for high-throughput RNA sequencing 

(Illumina HiSeq2000 sequencer) (Romanov et al., 2015; Zeisel et al., 2015). Next, we 

evaluated the distribution of cells expressing Pomc transcripts in the hypothalamus 

through public databases on in situ mRNA hybridization (Allen Brain Atlas, Mouse 

Brain, experiments 2493 and 2494) and noted highly specific Pomc expression in the 

ARC. This validates that Pomc-expressing neurons in our single-cell RNA-seq dataset 

originate from the ARC, and can be used for subtype deconvolution. For the validity of 

our following analysis, we checked cells for outliers using Principal Component 

Analysis to exclude those neurons coming to the dataset because of the 

contamination/ectopic Pomc gene transcription. Finally, we performed differential gene 

expression profiling of Pomc+ neurons by using Genepattern 3.9.8 (Reich et al., 2006); 

https://genepattern.broadinstitute.org) with the “ComparativeMarkerSelection” and 

“ExtractComparativeMarkerResults” modules. Data were then rendered into heatmaps 

(HeatMapImage module) for maximum visual clarity. 

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 

Bioinformatics Resources 6.7 was used to identify the genes that had statistically 

significant differences in expression among the different POMC neuron subpopulations 

(Huang da et al., 2009a, b). To interpret our data, we used the «Functional annotation 

chart» tool. This tool associates gene ID with a biological term which belongs to one 

out of the 40 annotation categories available in DAVID, including Gene Ontology terms 

and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways. This extended 

annotation coverage increases the analytic power by allowing investigators to analyze 

their genes from many different biological aspects in a single space. Each functional 

annotation was associated with an enrichment score, which depended on the 

distribution of the enrichment (p-values) of each gene. A good enrichment score was 
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obtained when most of genes had good p-values. This score is a relative score instead 

of a statistical probability with a minimum and a maximum value. This means that 

enrichment scores could be considered only together, by comparing them. 

 

Electrophysiology 

Brain slices preparation. Animals were anesthetized with isoflurane, the brain 

extracted and immediately placed in an ice-cold oxygenated cutting solution (in mM: 

180 Sucrose, 26 NaHCO3, 11 Glucose, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 12 MgSO4, 0.2 CaCl2, 

saturated with 95% O2-5% CO2). Slices were obtained using a vibratome (VT1200S 

Leica, Germany) and transferred into a 34°C bath of oxygenated aCSF (in mM: 123 

NaCl, 26 NaHCO3, 11 Glucose, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1.3 MgSO4, 2.5 CaCl2; 

osmolarity 310 mOsm/l, pH 7.4) for 30 minutes and then cooled down progressively till 

room temperature (RT; 23-25°C) in oxygenated aCSF. After a 45 min recovery period 

at RT, slices were bisected by cutting along the third ventricle axis. The hemi-slice was 

anchored with platinum wire at the bottom of the recording chamber and continuously 

bathed in oxygenated aCSF (32-34°C; 2ml/min) during recording. 

Patch-clamp recordings. Patch electrodes were pulled (micropipette puller P-97, 

Sutter instrument, USA) from borosilicate glass (O.D. 1.5 mm, I.D. 0.86 mm, Sutter 

Instrument) to a resistance of 2-4 m. Electrophysiological data were recorded using 

a Multiclamp 700B amplifier (Molecular devices, UK), low-pass filtered at 4 kHz and 

digitized at 10Hz (current clamp) or 4 Hz (voltage clamp) (Digidata 1440A, Molecular 

devices, UK). Signals were analyzed offline (Clampfit software, pClamp 10, Molecular 

devices, UK). The pipette internal solution contained [in mM: 125 potassium gluconate, 

5 KCl, 10 Hepes, 0.6 EGTA, 2 MgCl2, 7 Phosphocreatine, 3 adenosine-5’-triphosphate 
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(magnesium salt), 0.3 guanosine-5’-triphosphate (sodium salt) (pH adjusted to 7.25 

with KOH; osmolarity 300 mOsm/l adjusted with d-Mannitol]. 

Evaluation of RAPA effect on POMC neurons firing. Fluorescent POMC-YFP 

neurons were identified onto 250 m thick slices obtained from 8-12 weeks old male 

POMC-YFP mice, using fluorescence/infrared light (pE-2 CoolLED excitation system, 

UK). Neurons action potential firing was monitored in whole-cell current-clamp 

recording configuration. For each recorded neuron, membrane potential (Em), 

membrane capacitance (Cm) and membrane resistance (Rm) were collected right after 

cell opening. After a 10 min baseline, RAPA was added in the bath for 20 minutes. For 

the analysis, considering the variability of the POMC neurons basal firing, the 

significance of RAPA-induced changes in action potential firing was calculated by 

comparing the firing rate before and during RAPA application (bin size of 10 sec) using 

a normalization via Z-score transformation of individuals instantaneous frequencies 

values (Courtin et al., 2014). Z-score values were calculated by subtracting bin 

average instantaneous frequencies to the average baseline instantaneous frequency 

established over at least 120 sec preceding RAPA application and by dividing the 

difference by the baseline standard deviation. Scores under drug application were 

obtained comparing the firing rate of recorded neurons 120 sec before and after 4 min 

of drug application. Neurons with at least 5 significant positive or negative z-score bins 

(z-score > ±1.96, p < 0.05) after RAPA application onset were considered as drug-

responsive neurons. 

Effect of RAPA on light-evoked POMC to Parvocellular neurons 

neurotransmission. Brains from POMC-Cre+/+ mice bilaterally injected with an AAV-

DIO-hChR2 virus were obtained after 4 to 5 weeks from the AAV intra-ARC 

administration and 350m thick brain slices were prepared following the preparation 
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protocol described above. Here the aCSF was modified in order to increase the 

neurotransmission success rate (3 mM Ca2+, 0.1 mM Mg2+ and 100M 4 

aminopyridine). Parvocellular neurons of the PVN were differentiated from 

magnocellular neurons by preliminary electrophysiological analysis made right after 

patch breaking in current clamp configuration. Indeed, when submitted to a 

depolarizing current, magnocellular neurons exhibit a large transient outward 

rectification, not found in parvocellular neurons (Luther and Tasker, 2000; Nahar et al., 

2015). Then cells were switched in voltage clamp configuration (Vh = -70mV) and 

synaptic transmission was evoked with a 5 milliseconds flash of blue light (470nm, 1-

3mW at 0.03 Hz; pE-2 CoolLED excitation system). Light- evoked glutamatergic or 

GABAergic transmission were pharmacologically isolated using picrotoxin (100M) or 

a NBQX/APV mix (10M/50M) respectively. RAPA was added for 20 minutes after at 

least 10 minutes of stable amplitude light-evoked eEPSCs or eIPSCs. At the end of 

each experiment, responses were fully blocked using Tetrodotoxine (TTX, 1M). For 

statistical analysis, eEPSCs or eIPSCs amplitudes during the last 4 minutes of baseline 

period were compared to the amplitudes obtained after 10 minutes of RAPA perfusion 

(4 minutes). 

POMC neuronal type characterization by immunofluorescence. In order to get 

information about the cell type of the recorded POMC neurons, we ran immunostaining 

against GAD65/67, a GABAergic marker. The presence of this enzyme within the cell 

body of the recorded cell indicated a GABAergic profile. During recording POMC 

neurons were filled via passive diffusion of biocytin (0.4% in internal solution, Sigma, 

France). Afterwards, slices were fixed overnight at 4°C in 4% PFA-containing 

phosphate buffer (PB). After washing (3x15min in PB), slices were permeabilized and 

saturated for 3 hours at RT (0.3% triton, 10% bovine serum albumin in PB). Slices were 
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incubated with primary antibody (anti-GAD65/67 made in rabbit, 1/2000, Millipore) for 

72 hours at 4°C. Then the fluorophore-coupled secondary antibody (A647-conjugated 

secondary goat anti-rabbit antibody, 1:500, Cell Signaling, USA) and a fluorescent 

streptavidin (AMCA, anti-biotin, 1/1000, Vector laboratories) were applied overnight at 

4°C. Slices were mounted with fluoromount and stored at 4°C in the dark. 

Pictures of POMC cells were captured using a confocal microscope with objective 63X 

(SP8-STED, Leica). Sampling rate respected the optic resolution of the system (voxel 

size: 0.0819x0.0819x0.2985 m3) and z-axis stacks were processed (around 20 

images per cells). Images were acquired separately for each wavelength (blue=405nm 

and far red=647nm) and then merged for analysis. Using Imaris 8.1.2 software 

(Bitplane, Switzerland), POMC cell body volume and individual GAD65/67 staining 

spots (0.4 m diameters dots) were automatically reconstructed in 3D. A dedicated 

analysis module allowed making a clear distinction between the GAD65/67 spots 

located around the cell and the ones present within the cell body of the POMC neuron. 
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Supplemental Figure Legends 

Figure S1. POMC GABA, POMC glutamatergic and POMC GABA/glutamatergic 

neurons have specific gene expression profile, Related to Figure 1. 

Neurotransmitter type-specific single cell transcriptome profiling of hypothalamic 

Pomc+ neurons. The heat map illustrates top rank 100 genes differently expressed in 

each Pomc+ neurotransmitter-determined group (GABA, GLUT and GABA/GLUT, 

indicated by green rectangle). Left to heatmaps – p values for log transformed data, 

right – gene names. 

 

Figure S2. POMC neurons differently respond to mTORC1 blockade depending 

on their neurotransmitter type, Related to Figure 2. 

(A, B) Taking all analyzed POMC neurons together (n=72 cells), they exhibit a small, 

non-significant firing decrease in response to RAPA perfusion. (C) Effect of RAPA 

treatment on cell membrane potential in POMC RAPAact neurons (+2.01 ± 0.42 mV, 

n=20 cells) and in POMC RAPAinh neurons (-1.07 ± 0.37 mV, n=26 cells). (D) POMC 

RAPAact neurons tend to have a more frequent basal firing than POMC RAPAinh 

neurons. Data are mean ± SEM. ***p<0.001. 

 

Figure S3. Expression of raptor and rictor protein in hypothalamic POMC 

neurons and use of DREADD to activate POMC neurons, Related to Figure 4. (A, 

B) Representative images illustrating raptor (red) protein expression in POMC-

expressing neurons (green) in the ARC of POMC-Raptor-WT and POMC-Raptor-KO 

littermates (A) and related quantification (B) (n=6 mice per group). (C, D) 

Representative images illustrating rictor (red) protein expression in POMC-expressing 

neurons (green) in the ARC of POMC-Rictor-WT and POMC-Rictor-KO littermates (C) 
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and related quantification (D) (n=7-8 mice per group). (E-G) Representative images 

(E) from the ARC of ARChM3Dq POMC-Cre+/+ mice treated with CNO or its vehicle and 

related quantification (F, G) showing that acute CNO administration induces c-Fos 

expression (green, E and F) and phosphorylation of the mTORC1-downstream target 

S6 (p-S6, purple, E and G) in CNO-activated-POMC neurons (red, E) (n=3-14 mice 

per group). (H) Effect of repeated daily administration of CNO (twice a day for 3 days) 

on the food intake of ARChM3Dq POMC-Cre+/+ mice (n= 4 mice per group). Data are 

mean ± SEM. **p<0.01 and ***p<0.001. V: 3rd ventricle. Scale bar in A, C and E: 50 

m; 5 m for smaller inset in A and C; and and 10 m for smaller inset in E. 

 

Figure S4. Dose response of the -MSH analog MTII on food intake and MTII 

action on hypothalamic AEA levels, Related to Figure 5. (A) Dose-response effect 

of an icv administration of MTII on 2h fast-induced food intake in C57BL/6J mice (n=6-

23 mice per group). (B) Hypothalamic AEA content in refed C57BL/6J mice treated 

with MTII (0.02 μg, icv) or its vehicle (n=6 mice per group). Data are mean ± SEM. 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 

 

Figure S5. Expression of CB1 receptor mRNA in AgRP neurons and effect of a 

GABAA receptor antagonist on food intake, Related to Figure 6. (A, B) 

Representative images taken at the level of the ARC (A) and related quantification (B) 

of fluorescent in situ hybridization studies showing colocalization of CB1R mRNA 

expression (green color) in AgRP mRNA-positive neurons (red color) of POMC-CB1-

WT and POMC-CB1-KO littermates (n=3 mice per group). Nuclear counterstain carried 

out with DAPI. (C, D) Dose-response effect of an icv administration of the GABAA 

receptor antagonist picrotoxin (Ptx) on 2h and 24h fast-induced food intake in 
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C57BL/6J mice (n=6-8 mice per group).  Data are mean ± SEM. **p<0.01. V: 3rd 

ventricle. Scale bar in C: 50 m and 5 m for smaller inset. 
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Table S1. POMC and POMC-derived peptides ACTH and β-EP levels in the 

hypothalamus and endocannabinoid levels in the cortex and the hippocampus of mice 

fasted or refed and treated with an icv injection of RAPA or its vehicle. Data are Mean 

± SEM. Statistical analysis among groups by one-way ANOVA. 

Analyte Fasted/Veh Refed/Veh Refed/RAPA N 
mice 

p-value 

POMC (fmol/mg prot) 254.18 ± 14.84 292.94 ± 29.62 281.99 ± 24.07 8 0.501159 

ACTH (fmol/mg prot) 71.98 ± 11.06 84.88 ± 12.95 78.91 ± 8.15 8 0.707979 

β-EP (fmol/mg prot) 462.20 ± 13.89 620.00 ± 47.30 502.45 ± 12.84 8 0.129059 

AEA (fmol/mg tissue)      

Hippocampus 38.16 ± 9.01 43.14 ± 9.96 42.86 ± 10.63 4-5 0.755380 

Cortex 34.56 ± 2.83 38.72 ± 3.92 38.25 ± 6.01 4-5 0.842681 

2-AG (pmol/mg tissue)      

Hippocampus 12.75 ± 4.18 14.89 ± 2.55 13.85 ± 3.71 4-5 0.664832 

Cortex 16.84 ± 0.44 15.38 ± 0.62 16.53 ± 1.93 4-5 0.683500 
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Table S2. Statistical analyses for main figures. 

Figure Dependent variable(s) Factor Analyzed 
Analysis (post-

hoc test reported 
in figure) 

n 
Degree of freedom 
& F/t/R etc value 

P value 

2C POMC AP firing Treatment Paired t-test 26 cells 
t=5.502 
df=25 

p<0.0001 

2E POMC AP firing Treatment Paired t-test 20 cells 
t=4.132 
df=19 

p=0.0006 

2F POMC cell Em Group Unpaired t-test 
20-26 
cells 

t=3.164 
df=44 

p=0.0028 

2G POMC cell Cm Group Unpaired t-test 
20-26 
cells 

t=5.355 
df=44 

p<0.0001 

2H 
Correlation RAPA effect 

vs POMC size  
Firing change under 

RAPA vs Cm 
Linear Regression 46 cells R2=0.23 p=0.0012 

2I POMC cell Rm Group Unpaired t-test 
20-26 
cells 

t=4.862 
df=44 

p<0.0001 

2K GAD spots/Cm Group Unpaired t-test 
4-5 
cells 

t=4.571 
df=5 

p=0.0060 

2L 
Correlation GAD staining 

vs POMC size  
Cm vs GAD staining 

quantity 
Linear Reg. 15 cells R2=0.471 p=0.0047 

3D 
Change in eEPSC 

amplitude 
Treatment Paired t-test 6 cells 

t=5.883 
df=24 

p<0.0001 

3E 
Change in eIPSC 

amplitude 
Treatment Paired t-test 5 cells 

t=2.821 
df=20 

p=0.0109 

4B 
% c-Fos positive POMC 

neurons  
Treatment One-way ANOVA 8-10 F (2, 25) = 24.159 p<0.0001 

4C 
% of p-S6 in c-Fos 

positive POMC neurons  
Treatment One-way ANOVA 8-10 F (2, 25) = 17.275 p<0.0001 

4D 2h food intake  Treatment Unpaired t-test 5 t=2.359 df=8 p=0.0460 

4E 2h food intake Genotype Two-way ANOVA 9-12 F (1, 38) = 5.977 p=0.0192 

4E 2h food intake Treatment Two-way ANOVA 9-12 F (1, 38) = 9.717 p=0.0035 

4E 2h food intake Interaction Two-way ANOVA 9-12 F (1, 38) = 5.114 p=0.0295 

4F 2h food intake Genotype Two-way ANOVA 5 F (1, 16) = 2.905 p=0.1076 

4F 2h food intake Treatment Two-way ANOVA 5 F (1, 16) = 8.418 p=0.0104 

4F 2h food intake Interaction Two-way ANOVA 5 F (1, 16) = 0.806 p=0.3826 

4G 2h food intake IP Treatment Two-way ANOVA 6-22 F (1, 62) = 6.148 p=0.0159 

4G 2h food intake ICV Treatment Two-way ANOVA 6-22 F (1, 62) = 1.974 p=0.1650 

4G 2h food intake Interaction Two-way ANOVA 6-22 F (1, 62) = 4.565 p=0.0365 

4H 2h food intake IP Treatment Two-way ANOVA 7-8 F (1, 25) = 0.166 p=0.6874 

4H 2h food intake ICV Treatment Two-way ANOVA 7-8 F (1, 25) = 4.332 p=0.0478 

4H 2h food intake Interaction Two-way ANOVA 7-8 F (1, 25) = 0.001 p=0.9700 

5B α-MSH levels Treatment One-way ANOVA 8 F (2, 21) = 4.440 p=0.0246 

5C α-MSH/POMC  Treatment Unpaired t-test 8 t=2.873 df=14 p=0.0123 

5D α-MSH/ACTH  Treatment Unpaired t-test 8 t=2.646 df=14 p=0.0192 

5E α-MSH/β-EP  Treatment Unpaired t-test 8 t=2.807 df=14 p=0.0140 

5F AEA levels  Treatment One-way ANOVA 3-5 F (2, 10) = 4.737 p=0.0357 

5G 2-AG levels  Treatment One-way ANOVA 4-5 F (2, 11) = 0.225 p=0.8024 

5H AEA levels  Treatment Unpaired t-test 6 t=2.556 df=10 p=0.0286 

5I AEA levels  Treatment Unpaired t-test 8-10 t=2.171 df=16 p=0.0453 

6A 2h food intake Treatment One-way ANOVA 9-10 F (3, 33) = 4.339 p=0.0110 

6B 2h food intake Genotype Two-way ANOVA 9-13 F (1, 40) = 28.037 p<0.0001 

6B 2h food intake Treatment Two-way ANOVA 9-13 F (1, 40) = 4.208 p=0.0468 

6B 2h food intake Interaction Two-way ANOVA 9-13 F (1, 40) = 5.233 p=0.0063 

6D 
%CB1 mRNA in POMC 

neurons  
Genotype Unpaired t-test 3 t=33.212 df=4 p<0.0001 

6E 2h food intake Genotype Two-way ANOVA 7-26 F (1, 89) = 1.318 p=0.2540 

6E 2h food intake Treatment Two-way ANOVA 7-26 F (2, 89) = 28.280 p<0.0001 

6E 2h food intake Interaction Two-way ANOVA 7-26 F (2, 89) = 4.910 p=0.0095 
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Table S3. Statistical analyses for supplemental figures. 

Figure Dependent variable(s) 
Factor 

Analyzed 

Analysis (post-
hoc test reported 

in figure) 
n 

Degree of freedom & 
F/t/R etc value 

P value 

S2A  POMC AP firing Treatment Paired t-test 
72 

cells 
t=0.6964 df=71 p=0.4885 

S2C Change in Em under RAPA Group Unpaired t-test 
20-26 
cells 

t=5.381 df=44 p<0.0001 

S2D Basal firing of POMC cell Group Unpaired t-test 
20-26 
cells 

t=1.782 df=44 p=0.0816 

S3B 
% of Raptor expression in POMC 

neurons  
Genotype Unpaired t-test 6 t=24.736 df=10 p<0.0001 

S3D 
% of Rictor expression in POMC 

neurons  
Genotype Unpaired t-test 7-8 t=51.505 df=13 p<0.0001 

S3F 
%mCherry-labeled c-Fos positive 

neurons  
Treatment Unpaired t-test 3/14 t=4.592 df=15 p=0.0003 

S3G 
% of P-S6 in mCherry and c-Fos 

positive POMC neurons  
Treatment Unpaired t-test 3/14 t=7.241 df=15 p<0.0001 

S3H Food intake Treatment Paired t-test 4 t=8.692 df=3 p=0.0032 

S4A 2h food intake Treatment One-way ANOVA 6-23 F (7, 67) = 7.475 p<0.0001 

S4B AEA levels  Treatment Unpaired t-test 6 t=0.183 df=10 p=0.8584 

S5B % CB1 mRNA in AgRP neurons  Genotype Unpaired t-test 3 t=0.511 df=4 p=0.6360 

S5C 2h food intake Treatment One-way ANOVA 6-8 F (3, 25) = 0.770 p=0.5217 

S5D 24h food intake Treatment One-way ANOVA 6-8 F (3, 25) = 5.000 p=0.0075 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 

  



128 

Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure S1 
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Figure S2 
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Figure S3 
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Figure S4 
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Figure S5 
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Discussion et perspectives 

Les neurones à POMC ont un profil hétérogène 

Nos résultats démontrant l’existence de trois sous-populations de neurones à POMC au 

sein de l’hypothalamus capables de libérer, en plus de POMC, du glutamate, du GABA ou les 

deux, confirment les études électrophysiologiques et neuroanatomiques décrivant 

l’hétérogénéité de la population des neurones à POMC au niveau hypothalamique (Hentges et 

al., 2004 ; Hentges et al., 2009 ; Dicken et al., 2012 ; Jarvie and Hentges, 2012 ; Wittmann et 

al., 2013). 

Cette hétérogénéité ne renseigne cependant pas sur le rôle exact et l’implication de chacune 

de ces sous-populations neuronales dans la régulation de la balance énergétique ou autres 

fonctions habituellement impactées par les neurones à POMC. Ces trois sous-populations ont 

alors été caractérisées de manière plus approfondie en se basant sur leur profil d’expression 

génétique différentiel en utilisant une analyse de séquençage des RNAs en cellule unique. En 

particulier, les neurones à POMC GABAergiques présentent une expression enrichie de gènes 

impliqués dans le métabolisme du glucose et des lipides ainsi que la transcription et le 

catabolisme des protéines. A l'inverse, les neurones à POMC glutamatergiques arborent une 

augmentation de l’expression de gènes impliqués dans la fonction des vésicules synaptiques, le 

métabolisme des purines et la liaison du GTP. Quant à la sous-population produisant du 

glutamate et du GABA, elle présente un phénotype intermédiaire, et la RAPA n’a aucun effet 

significatif sur l’excitabilité de ces neurones. 

Ces données transcriptionnelles corrélées à nos données comportementales pourraient 

indiquer que les neurones à POMC GABAergiques sont à l’initiative de la prise alimentaire, 

tandis que les neurones à POMC glutamatergiques pourraient constituer un frein via la 

libération vésiculaire de glutamate. Une prochaine étape de nos études sur le contrôle 

différentiel des neurones à POMC sur la prise alimentaire pourrait être d’activer sélectivement 

l’une ou l’autre sous-population neuronale, par une approche pharmacogénétique (DREADD), 

en association à une inhibition de la transmission GABAergique ou glutamatergique lors d’un 

paradigme de « refeeding », afin de pouvoir certifier le bien-fondé de notre hypothèse. 

Les neurones à POMC nécessitent une voie de mTORC1 fonctionnelle afin de réguler la 

prise alimentaire 

Nous fûmes les premiers à suggérer une possible implication de la voie de mTORC1 dans 

la régulation hypothalamique de la balance énergétique (Cota et al., 2006). Depuis, certaines 

équipes de recherche ont notamment étudié l’impact d’une suractivation chronique de la voie 
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de mTORC1 dans les neurones à POMC et ont observé des changements morphologiques et 

fonctionnels au sein des neurones à POMC, conduisant à une hyperphagie et une obésité (Mori 

et al., 2009 ; Yang et al., 2012). 

Dans notre cas, nous avons montré que mTORC1 est activé dans les neurones à POMC 

lors d’un paradigme de « refeeding ». Alors que l’inhibition de mTORC1 par administration 

centrale de RAPA chez la souris entraîne une hyperphagie lors d’un paradigme de « refeeding », 

et nécessite une voie de mTORC1 fonctionnelle dans les neurones à POMC. En effet, 

l’administration centrale de RAPA chez les souris POMC-Raptor-KO, dépourvues d’une voie 

de mTORC1 fonctionnelle, n’altère pas la prise alimentaire. Ces données démontrent pour la 

première fois que les neurones à POMC recrutent et nécessitent une voie de mTORC1 

fonctionnelle afin de moduler la prise alimentaire. 

Nos données électrophysiologiques montrent également que l’inhibition de mTORC1 par 

la RAPA ne module pas uniformément l’excitabilité des neurones à POMC, puisque la RAPA 

inhibe les neurones à POMC de type glutamatergique, tandis qu’elle active les neurones à 

POMC de type GABAergique. D'autres études doivent être menées afin de comprendre quels 

canaux ioniques pourraient être altérés par l’inhibition de mTORC1 et si ces différents canaux 

ioniques modulés par la RAPA pourraient expliquer la régulation opposée des neurones à 

POMC de type GABAergique et de type glutamatergique. 

Il serait également intéressant d’observer les effets de l’inhibition de mTORC1 sur 

l’activité et la fonction des neurones à POMC lors du développement d’une DIO afin d’étudier 

quand et quelles sont les conséquences d’un changement de régime alimentaire calorifique. Nos 

données préliminaires obtenues chez des souris exposées pendant une semaine à un régime 

HFD suggèrent des changements très précoces sur la capacité de la RAPA à moduler l’activité 

électrique ainsi que la transmission synaptique des neurones à POMC, mais également sur la 

modulation de la prise alimentaire lors d’un paradigme de « refeeding ». 

Les neurones à POMC régulent la prise alimentaire via l’action de l’ECS 

L’ECS est depuis longtemps considéré comme jouant un rôle clé dans la régulation de la 

balance énergétique. Dans notre étude, nous montrons que l’hyperphagie induite par la RAPA 

est médiée par la diminution des niveaux du peptide anorexigène α-MSH, mais également par 

l’augmentation de l’endocannabinoïde orexigène AEA. Ces effets sont bloqués par l’activation 

spécifique des neurones à POMC par une approche pharmacogénétique. Nos données suggèrent 

comme d’autres l’ont fait auparavant que l’ECS se situe en aval de l’action des mélanocortines 

dans la modulation de la prise alimentaire (Verty et al., 2004 ; Matias et al., 2008; Monge-
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Roffarello et al., 2014), mais également que les voies de mTORC1 et de l’ECS semblent 

interconnectées afin de moduler le système mélanocortine et ainsi la prise alimentaire. 

Nos premières expériences utilisant un modèle de souris où le gène codant pour les CB1Rs 

a été délété (souris CB1-KO) ainsi que l’administration d’un antagoniste des CB1Rs, le 

rimonabant avaient permis de confirmer que l’hyperphagie induite par la RAPA était due à une 

augmentation de l’activité de l’ECS mais ne nous permettait cependant pas de déterminer la 

localisation d’une telle action. Devant l’augmentation des sources suggérant que les neurones 

du système mélanocortine expriment eux aussi les CB1Rs et moduleraient la libération des 

neurotransmetteurs de ces neurones (Hentges et al., 2005 ; Hentges, 2007 ; Koch et al., 2015), 

nous avons donc décidé de générer un modèle de souris où les CB1Rs sont spécifiquement 

délétés des neurones à POMC (souris POMC-CB1-KO). Ces souris présentent une amplification 

de l’hyperphagie induite par la RAPA, suggérant que les CB1Rs sur les neurones à POMC 

pourraient finalement inhiber la prise alimentaire. 

Des travaux récents de notre laboratoire ont déjà démontré un effet antagoniste des CB1Rs 

sur la prise alimentaire en fonction de la nature des neurones sur lesquels ils sont exprimés. En 

effet, l’activation des CB1Rs sur les neurones GABAergiques entraîne une hypophagie, tandis 

que l’activation des CB1Rs sur les neurones glutamatergiques augmente la prise alimentaire 

(Bellocchio et al., 2010). Dans notre cas, l’administration simultanée de RAPA et de Ptx bloque 

l’hyperphagie induite par la RAPA chez les souris POMC-CB1-KO, suggérant que les CB1Rs 

exprimés par les neurones à POMC GABAergiques déterminent l’amplitude de l’hyperphagie 

induite par la RAPA. Il serait intéressant de voir si l’administration d’antagonistes des 

récepteurs glutamatergiques à N-méthyl-D-aspartate (NMDA) ou à acide alpha-amino-3-

hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique (AMPA) associée à l’administration de RAPA 

entraînerait, à l’inverse, une stimulation encore plus importante de l’hyperphagie induite par la 

RAPA. 

Enfin, il serait également intéressant d’observer les effets de l’administration d’agonistes 

ou antagonistes des CB1Rs chez les souris POMC-CB1-KO sur la prise alimentaire. Nos 

données préliminaires ne montrent pour l’instant aucun effet du THC sur la prise alimentaire 

des souris POMC-CB1. 
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Au final, nos données ont permis d’identifier que l’activité de mTORC1 exerce un contrôle 

critique de la fonction des neurones à POMC dans la régulation de la prise alimentaire, en 

faisant notamment intervenir l’ECS et le système mélanocortine, et remettent en question les 

notions classiques sur la fonction des neurones à POMC dans la balance énergétique en 

démontrant l’existence de deux sous-populations fonctionnellement distinctes, régulant de 

façon opposée la prise alimentaire. De nombreuses questions subsistent concernant les circuits 

neuronaux ciblés par les neurones à POMC et comment ces sous-populations neuronales 

répondent de façon différentielle aux différents signaux endogènes afin de réguler la prise 

alimentaire. Des données électrophysiologiques préliminaires sur l’étude de la transmission 

synaptique entre les neurones à POMC et les neurones parvocellulaires du PVN corroborent les 

effets observés décrits dans cette publication, ne serait-ce que pour la transmission 

glutamatergique, où la RAPA inhiberait la libération d’α-MSH, ce qui en réponse stimulerait la 

synthèse et libération d’endocannabinoïdes, qui en activant les CB1Rs, inhiberaient la libération 

de glutamate par les neurones à POMC et ainsi les courants post-synaptiques excitateurs exercés 

sur les neurones parvocellulaires. Il reste à savoir ce qu’il en est pour la transmission 

GABAergique et ainsi voir si la RAPA en entraînant l’inhibition du système mélanocortine et 

l’activation de l’ECS, favoriserait la libération de GABA par les neurones à POMC et ainsi les 

courants post-synaptiques inhibiteurs sur les neurones parvocellulaires. Enfin, il pourrait 

également être intéressant d’observer si les neurones à POMC GABAergiques ne favoriseraient 

pas la libération de β-endorphine (également produit du clivage de POMC) plutôt que d’α-

MSH, puisqu’à l’inverse de l’α-MSH, la β-endorphine stimule la prise alimentaire (Grandison 

and Guidotti, 1977) et qu’une activation des neurones produisant la β-endorphine est associée 

à une activation de l’ECS (Bakkali-Kassemi et al., 2011) et pourrait également expliquer 

l’augmentation de l’hyperphagie observée après administration de RAPA chez les souris 

POMC-CB1-KO.  



 

Etude II  
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Le dérèglement de l’autophagie au sein des neurones à POMC 

altère la balance énergétique et perturbe les voies de signalisation 

de mTORC1 et de STAT3, ainsi que la morphologie des neurones à POMC 

 

Contexte de l’étude 

Nous venons d’établir le rôle joué par la voie de mTORC1 dans la régulation de la fonction 

des neurones à POMC, et ainsi dans la régulation de la prise alimentaire. Nous venons de 

montrer que l’inhibition de mTORC1 au sein des neurones à POMC affecte la prise alimentaire 

et des données antérieures de notre laboratoire ont démontré qu’une dysrégulation de la voie 

participe au développement de l’obésité (Cota et al., 2008). Néanmoins, nous ne connaissons 

pas encore les mécanismes moléculaires mis en place par mTORC1 dans la modulation de 

l’activité des neurones à POMC. Nous savons, cependant, que mTORC1 régule de nombreuses 

fonctions cellulaires nécessaires à la survie de l’organisme, telles que la synthèse protéique, la 

croissance cellulaire, mais également la biogenèse des lysosomes et l’autophagie (Laplante and 

Sabatini, 2012). 

L’autophagie est un processus nécessaire au recyclage des organites et protéines 

intracellulaires endommagés ciblés par des protéines adaptatrices telles que p62/SQSTM1, et 

pour l'adaptation de la cellule à un environnement déprivé en nutriments (Laplante and Sabatini, 

2012). Des études récentes ont rapporté des liens importants entre l’autophagie et le contrôle 

hypothalamique de la balance énergétique, notamment au niveau des neurones à POMC. En 

effet, la suppression de l’autophagie dans les neurones à POMC entraîne une hyperphagie et 

une obésité associées à des altérations du métabolisme (Coupe et al., 2012 ; Quan et al., 2012). 

Au niveau cellulaire, ceci s’accompagne de malformations neuronales et d’une accumulation 

de p62/SQSTM1 (Coupe et al., 2012; Quan et al., 2012). Enfin, la délétion de p62/SQSTM1 au 

niveau cérébral entraîne une obésité s’accompagnant d’une résistance centrale à la leptine 

(Rodriguez et al., 2006 ; Harada et al., 2013). 

De plus, la liaison de p62/SQSTM1 à mTORC1 entraîne l’activation de mTORC1, inhibant 

ainsi l’autophagie et favorisant une synthèse accrue de p62/SQSTM1 (Duran et al., 2011). 

L’inhibition de mTORC1 par la RAPA entraîne l’activation de l’autophagie (Laplante and 

Sabatini, 2012), tandis qu’un jeûne et une réexposition à la nourriture après un jeûne lors d’un 

paradigme de « refeeding » sont connus pour modifier très rapidement l’expression de 

marqueurs autophagiques, dont p62/SQSTM1 (Moscat and Diaz-Meco, 2011). Des données 

préliminaires de notre laboratoire ont confirmé par Western blot que l’expression de 

p62/SQSTM1 est augmentée dans l’hypothalamus de souris réexposées à la nourriture après un 
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jeûne. Ces données suggèrent que l’autophagie et p62/SQSMT1 jouent un rôle important dans 

la régulation de la balance énergétique au niveau cérébral. Cependant, le rôle de p62/SQSTM1 

sur l'activité neuronale et la fonction des neurones à POMC et l'implication éventuelle de 

mTORC1 restent à élucider. 

But de l’étude et approches 

Nous avons cherché à fournir de nouvelles informations sur le rôle de p62/SQSTM1 dans 

la régulation de l’activité et la fonction des neurones à POMC, et ainsi dans la régulation de la 

prise alimentaire chez la souris. 

Pour cela, nous avons généré, par mutagenèse conditionnelle, des souris dépourvues de la 

protéine p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC (POMC-p62-KO), une protéine sensée être 

responsable de l'activation de mTORC1, et inhiber l’autophagie. Cette mutagenèse a pu être 

réalisée grâce à l’aimable don de souris p62flox/flox de la part du Dr. Jorge Moscat (Sanford-

Burnham Medical Research Institute, USA) et au travail exceptionnel de notre plateforme de 

génotypage dirigée par Delphine Gonzales. 

Nous avons commencé, dans un premier temps, par établir le phénotype des souris POMC-

p62-KO en étudiant leur prise alimentaire et leur poids corporel sur plusieurs semaines en 

régime standard, ainsi qu’en analysant leur adiposité par imagerie par résonance magnétique 

quantitative (EchoMRI) à différents temps donnés. Cette technique permet de dissocier la 

quantité de masse maigre et la quantité de masse grasse d’un animal grâce aux propriétés 

physico-chimiques des ions hydrogènes contenus dans l’eau et présents à différentes 

concentrations dans ces tissus. 

Nous avons, dans un second temps, caractérisé l’impact de la suppression de p62/SQSTM1 

dans les neurones à POMC sur la dépense énergétique et le métabolisme de ces animaux. Nous 

avons tout d’abord étudié leur dépense énergétique pendant 48h grâce à des expériences de 

calorimétrie indirecte (TSE Systems GmbH, Germany), permettant de renseigner sur la prise 

alimentaire et hydrique, l’activité locomotrice ainsi que sur les échanges gazeux respiratoires 

(consommation d’oxygène et production de dioxyde de carbone), en régime standard, puis en 

régime riche en graisses (HFD, 60% de calories provenant des lipides). Nous avons par la suite 

étudié le phénotype de ces souris lors d’une exposition prolongée à un régime HFD. Enfin, nous 

avons étudié les voies de signalisation de la leptine et de mTORC1. Nous avons, pour cela, 

administré de la leptine (2,5 µg dans 1 µL de saline, icv) à ces souris et étudié la prise 

alimentaire et la perte de poids induite par la leptine. Puis, nous avons quantifié par Western 

blot l’activité des voies de signalisation de la leptine et de mTORC1 au niveau hypothalamique, 
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qui est notamment recrutée par les hormones, telles que la leptine afin de diminuer la prise 

alimentaire (Cota et al., 2006). 

Dans un troisième et dernier temps, nous avons évalué l’impact la délétion de p62/SQSTM1 

dans les neurones à POMC, et ainsi de l’inhibition de l’autophagie, sur la morphologie de ces 

neurones. Nous avons étudié le nombre et la taille des neurones à POMC au sein du noyau 

arqué (ARC). Dans le même temps, nous avons quantifié les projections axonales de ces 

neurones sur le noyau paraventriculaire (PVN), une des principales cibles impliquées dans la 

régulation de la balance énergétique (Belgardt and Bruning, 2010). Ces analyses vont permettre 

de confirmer de la nécessité ou non d’une autophagie intacte au sein des neurones à POMC 

dans le maintien de l’intégrité neuronale et de définir le rôle éventuel de tels changements 

morphologiques sur les modifications métaboliques et phénotypiques observées chez les souris 

POMC-p62-KO. 

 

Résultats 

L’analyse phénotypique des souris POMC-p62-KO nourries en régime standard a montré 

que ces souris développent une obésité marquée par une augmentation de la prise de poids et 

de l’adiposité au fil des semaines. Cette obésité est associée à une augmentation de la prise 

alimentaire, qui devient plus prononcée plus les animaux prennent du poids. 

Par ailleurs, nous démontrons que les souris POMC-p62-KO nourries en régime standard 

présentent une altération de l’utilisation des substrats énergétiques et de la dépense énergétique. 

Ces souris nourries par un régime HFD pendant 48h présentent une altération de la dépense 

énergétique et de leur prise alimentaire, qui ne semblent cependant pas entraîner 

d’augmentation de leur sensibilité à une obésité induite par l’alimentation (DIO). 

En outre, les souris POMC-p62-KO deviennent résistantes à l’action anorexigène de la 

leptine et montrent une diminution de l’activité hypothalamique de mTORC1, évaluée par la 

phosphorylation de la protéine ribosomale S6, et de la voie de signalisation de la leptine, 

évaluée par la phosphorylation de STAT3. 

Enfin, ces changements moléculaires sont associés à des changements morphologiques des 

neurones à POMC, caractérisés par une diminution de la taille du soma et des projections 

axonales sur le PVN, qui deviennent plus évidents chez les souris âgées. 
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Ces résultats démontrent donc que : 

- la présence de p62/SQTM1 dans les neurones à POMC est importante dans la 

régulation de la balance énergétique, en modulant notamment la prise alimentaire et la 

dépense énergétique. 

- p62/SQSTM1 module l’action anorexigène de la leptine au niveau hypothalamique. 

- l’absence de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC entraîne des modifications 

morphologiques, possiblement dues à une altération de la voie de mTORC1. 

- la présence de p62/SQSTM1 et d’un processus autophagique intacts dans les neurones 

à POMC sont importants dans la régulation de la balance énergétique et protègent des 

perturbations métaboliques et l’apparition de l’obésité tout au long de la vie. 
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Summary 

Food intake in mammals is regulated by complex hypothalamic neuronal networks, 

whose detailed mechanisms of action are still elusive. Among the different 

hypothalamic neuronal populations, pro-opiomelanocortin (POMC)-producing neurons 

of the arcuate nucleus (ARC) critically participate in the regulation of energy balance 

and represent a potential therapeutic target for obesity. The mechanistic target of 

rapamycin complex 1 (mTORC1) pathway is an intracellular fuel sensing cascade that 

integrates the actions of hormones and nutrients in the hypothalamus and that 

regulates several cellular functions necessary for organism’s survival, including 

autophagy. By using conditional mutagenesis, we generated mice lacking functional 

mTORC1 in POMC cells by deleting the protein p62/SQSTM1 (POMC-p62-KO), which 

drives mTORC1 activation and inhibits autophagy. This study shows that deletion of 

p62/SQSTM1 in POMC neurons causes morphological changes associated with 

altered mTORC1/STAT3 signaling. This in turn leads to hyperphagia, leptin resistance, 

altered use of energy substrates and obesity. Altogether, these findings pinpoint the 

important role of p62/SQSTM1 and autophagy in POMC neurons for the regulation of 

energy balance. 
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Introduction 

Food intake and body weight are regulated by the central nervous system (CNS), 

particularly at the level of the hypothalamus. This structure encompasses a number of 

neuronal populations involved in the regulation of energy balance. In particular, the 

hypothalamic arcuate nucleus (ARC) includes the pro-opiomelanocortin (POMC) 

expressing neurons and the agouti-related peptide (AgRP) expressing neurons (Cone, 

2005; Koch and Horvath, 2014; Gautron et al., 2015). These neurons provide extensive 

projections to the same brain areas, such as the paraventricular nucleus (PVN), which 

expresses melanocortin-4 receptors (MC4R), and exert an opposite action on food 

intake and body weight (Cone, 2005; Koch and Horvath, 2014; Gautron et al., 2015). 

While activation of AgRP neurons promote food intake through the release of AgRP, 

which is the endogenous inverse agonist of MC4Rs (Fan et al., 1997; Ollmann et al., 

1997; Tong et al., 2008), POMC neurons trigger satiety and increase energy 

expenditure by releasing α-melanocyte-stimulating hormone (aMSH), a product of 

POMC cleavage and a potent appetite-suppressant neuropeptide exerting its action 

through the activation of the MC4Rs (Boston et al., 1997; Fan et al., 1997; Cowley et 

al., 2001). These two neuronal types, which also constitute the melanocortin system 

through their opposite effects onto melanocortin receptors (Cone, 2005; Koch and 

Horvath, 2014; Gautron et al., 2015), are the targets of several peripheral signals 

regulating their functions (Cota et al., 2007; Williams and Elmquist, 2012). In particular, 

several studies have shown the importance of POMC neurons in mediating the 

physiological actions of leptin, an adipokine produced by the adipose tissue (Cota et 

al., 2007; Allison and Myers, 2014), and in determining the first-phase satiety response 

after a fast (Singru et al., 2007; Fekete et al., 2012). However, the intracellular 

pathways underlying these responses remain unclear. 
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Recently, the mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) has emerged as 

a key intracellular actor involved in the regulation of energy balance, whose 

dysregulation participates to the development of obesity (Cota et al., 2006; Cota et al., 

2008). mTORC1 is a serine/threonine kinase that works as an intracellular fuel sensing 

mechanism, whose activity relies on the level of energy available in the cell (Cota et 

al., 2007; Blouet and Schwartz, 2010; Lopez et al., 2016). Consequently, the mTORC1 

pathway regulates protein and lipid synthesis, lysosome biogenesis, autophagy and 

neuronal morphology and activity (Laplante and Sabatini, 2012), and integrates the 

actions of nutrients, growth factors and hormones in the hypothalamus (Cota et al., 

2006; Blouet et al., 2008; Dagon et al., 2012). Hypothalamic activation of mTORC1 

suppresses food intake through modulation POMC neuron activity and critically 

mediates the appetite-suppressant action of leptin (Cota et al., 2006; Saucisse et al., 

2016). However, the cellular mechanisms or functions engaged by mTORC1 to match 

POMC neuronal activity with behavioral and metabolic responses remain unknown. 

True to its function of a sensor of energy availability, mTORC1 activation inhibits 

autophagy, an ubiquitous process in which cytoplasmic materials, including organelles 

and misfolded proteins, are recycled by lysosomes, especially in a context of low 

energy (Laplante and Sabatini, 2012). Interestingly, autophagy has been recently 

involved in the hypothalamic control of energy balance. In particular, mice lacking 

autophagy in AgRP neurons display reduced body weight, adiposity and refeeding 

response to a fast (Kaushik et al., 2011). Moreover, when autophagy is permanently 

suppressed in POMC neurons by preventing the expression of the autophagy-related 

gene 7 (Atg7), mice become hyperphagic and obese and display an impaired glucose 

tolerance and leptin response (Coupe et al., 2012; Quan et al., 2012). At cellular level, 

POMC neurons lacking autophagy have structural abnormalities such as an altered 
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axonal growth and starts accumulating p62/SQSTM1, a polyubiquitin-binding protein 

that facilitates the formation of autophagosomes and that is normally degraded by 

autophagy (Vadlamudi et al., 1996; Komatsu et al., 2007; Klionsky et al., 2012). 

Importantly, p62/SQSTM1 binding to mTORC1 leads to mTORC1 activation and 

subsequent inhibition of autophagy (Duran et al., 2011). p62/SQSTM1 has previously 

been suggested to regulate energy balance (Duran et al., 2008; Ramesh Babu et al., 

2008; Jain et al., 2010), and its absence in full p62-KO mice causes insulin resistance 

and mature-onset obesity (Rodriguez et al., 2006). Recently, it has been shown that 

mature-onset obesity in full p62-KO mice was due to central leptin resistance (Harada 

et al., 2013). These studies suggest that autophagy and p62/SQSMT1 play an 

important role in the hypothalamic regulation of energy balance. However, the role of 

p62/SQSTM1 in POMC neurons has not been studied yet and the precise mechanisms 

and possible involvement of the mTORC1 pathway remain to be elucidated. 

 

In the present study, we aimed at providing novel information on the role of 

p62/SQSTM1 in energy balance regulation, by using conditional knockout mice in 

which POMC neurons are lacking a functional p62/SQSTM1 (deletion of p62/SQSTM1 

in POMC neurons, POMC-p62-KO). Here, we found that POMC-p62-KO mice exhibit 

late-onset obesity associated with hyperphagia. Moreover, we found that specific 

p62/SQSTM1 deficiency in POMC neurons caused alteration of fuel substrates 

utilization and energy expenditure in POMC-p62-KO mice, suggesting that 

p62/SQSTM1 in POMC neurons is important for the regulation of both food intake and 

energy expenditure. We also observed molecular and behavioral leptin resistance, and 

a defect in phosphorylation of ribosomal protein S6, a downstream target of mTORC1, 

in POMC-p62-KO mice. Finally, deletion of p62/SQSTM1 in POMC neurons caused 
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morphological alterations of cell body size and POMC axonal projections in the PVN. 

These results indicate that p62/SQSTM1 and an intact autophagic process in POMC 

neurons are important in the regulation of energy homeostasis and protect from lifelong 

metabolic disturbances and the onset of obesity. 

 

Results 

POMC-p62-KO mice on standard chow become hyperphagic and obese 

POMC-p62-WT and POMC-p62-KO male littermates were obtained as previously 

described in (Bellocchio et al., 2013). The neuroanatomical analysis revealed the 

absence of p62/SQSTM1 within POMC neurons of the ARC in POMC-p62-KO mice 

but not in POMC-p62-WT mice (Figure 1A). Thus, POMC-p62-KO mice carry a deletion 

of the protein p62/SQSTM1 in ARC POMC neurons, thereby representing a tool to 

study the roles of autophagy in these cells and in turn on energy balance regulation. 

As measured from 6 until 12 weeks of age, p62/SQSTM1 deletion in POMC-expressing 

neurons did not affect body weight in male mice maintained on a normocaloric, 

standard chow. However, starting at 13 weeks of age, POMC-p62-KO mice gained 

significantly more weight than their WT littermates (Figure 1B) [repeated measures 

ANOVA, genotype effect: P<0.001; F(1) = 17.404, genotype*time effect: P<0.001; 

F(23) = 16.242]. Body composition analysis revealed that at 7 and 13 weeks of age, 

POMC-p62-KO mice had fat mass (expressed as % of BW, Figure 1C) and lean mass 

comparable to WT mice (expressed as % of BW, Figure 1D). However, when the 

weight difference became more important, at 22 weeks and 29 weeks of age, POMC-

p62-KO mice displayed a significantly increased fat mass (Figure 1C) [repeated 

measures ANOVA, genotype effect: P<0.001; F(1) = 17.758, genotype*time effect: 

P<0.001; F(3) = 20.334], associated to a significantly reduced lean mass (Figure 1D) 
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[repeated measures ANOVA, genotype effect: P = 0.005; F(1) = 10.64, genotype*time 

effect: P<0.001; F(3) = 14.01]. Thus, over time, POMC-p62-KO develop obesity. This 

increase in body weight and adiposity is associated with an increase in food intake 

(Figure 1E), which becomes more pronounced as animals gain body weight [repeated 

measures ANOVA, genotype effect: P = 0.027; F(1) = 6.050, genotype*time effect: 

P = 0.086; F(22) = 1.46]. 

 

Deletion of p62/SQSTM1 in POMC neurons leads to altered use of fuel substrates 

and energy expenditure 

Since alterations in food intake were minimal, this alone couldn’t explain the increased 

body weight and adiposity of POMC-p62-KO mice. Thus, we assessed whether this 

phenomenon could be due to changes in locomotor activity or in the use of energy 

substrates. Chow-fed POMC-p62-KO and WT littermates had similar activity 

(Figure 2A) [two-way ANOVA, genotype effect: P = 0.544; F(1) = 0.374, phase effect: 

P<0.001; F(1) = 60.052, genotype*phase effect: P = 0.777; F(1) = 0.081] and energy 

expenditure (Figure 2B) [two-way ANOVA, genotype effect: P = 0.850; F(1) = 0.036, 

phase effect: P<0.001; F(1) = 25.261, genotype*phase effect: P = 0.829; F(1) = 0.047], 

but POMC-p62-KO mice showed increased respiratory quotient (RQ, Figure 2C) [two-

way ANOVA, genotype effect: P = 0.010; F(1) = 7.190, phase effect: P<0.001; 

F(1) = 52.26, genotype*phase effect: P = 0.749; F(1) = 0.10], suggesting a higher 

consumption rate of carbohydrates as energy source, which in turn would favor 

accumulation of fat mass. Detailed 24h analysis of food intake revealed an increase in 

food intake in POMC-p62-KO mice as compared to WT mice (Figure 2D) [repeated 

measures ANOVA, genotype effect: P = 0.049; F(1) = 4.324, time effect: P<0.001; 
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F(23) = 420.010, genotype*time effect: P<0.001; F(23) = 2.225], which would in turn 

explain the observed increase in RQ. 

We then tested metabolic flexibility by acutely exposing POMC-p62-KO mice and their 

WT littermates to a high-fat diet (HFD) with 60% of calories from fat. Under this 

condition, POMC-p62-KO mice showed a decrease in energy expenditure (Figure 4E) 

[HFD Day 1, two-way ANOVA, genotype effect: P = 0.028; F(1) = 5.736, phase effect: 

P<0.001; F(1) = 27.639, genotype*phase effect: P = 0.953; F(1) = 0.004; HFD Day 2, 

two-way ANOVA, genotype effect: P = 0.076; F(1) = 3.553, phase effect: P = 0.001; 

F(1) = 15.085, genotype*phase effect: P = 0.378; F(1) = 0.817] and had again an 

increase in food intake (Figure 4F) [repeated measures ANOVA, genotype effect: 

P = 0.086; F(1) = 3.840, time effect: P = 0.017; F(1) = 8.927, genotype*time effect: 

P = 0.812; F(1) = 0.061], suggesting that they were unable to quickly adapt to the 

change of diet and overall setting in place metabolic and behavioral responses that 

would favor body weight gain. No differences were detected between genotype in 

either locomotor activity or RQ, which was strongly reduced in both POMC-p62-WT 

and POMC-p62-KO due to the important increase in lipid intake (data not shown). To 

evaluate the specific role of p62/SQSTM1 deletion in POMC neurons in DIO, male 

POMC-p62-KO and their WT littermates were maintained for 9 weeks on HFD. 

Surprisingly, POMC-p62-KO mice gained as much weight as their POMC-p62-WT 

controls (Figure 2G) [genotype effect: P = 0.750; F(1) = 0.107, time effect: P<0.001; 

F(10) = 191.608, genotype*time effect: P = 0.674; F(10) = 0.752] and displayed similar 

food intake and adiposity (data not shown). 
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Deletion of p62/SQSTM1 in POMC neurons leads to leptin resistance and altered 

mTORC1 signaling 

Knowing that POMC-expressing neurons of the ARC critically mediate the appetite-

suppressant action of leptin (Hill et al., 2010), we investigated the effects of the 

hormone in chow-fed POMC-p62-KO and their WT littermates comparable in body 

weight. As expected, central administration of leptin (2.5 µg/µL, icv) significantly 

decreased 24h food intake in POMC-p62-WT mice but this effect was abolished in 

POMC-p62-KO mice (Figure 3A) [two-way ANOVA, genotype effect: P = 0.144; 

F(1) = 2.297, treatment effect: P<0.001; F(1) = 16.562, genotype*treatment effect: 

P = 0.036; F(1) = 4.961]. Accordingly, there was a significant decrease in body weight 

in POMC-p62-WT but not in POMC-p62-KO mice (Figure 3B) [two-way ANOVA, 

genotype effect: P = 0.839; F(1) = 0.042, treatment effect: P = 0.161; F(1) = 2.106, 

genotype*treatment effect: P = 0.029; F(1) = 5.485], implying that p62/SQSTM1 in 

POMC neurons is required for leptin’s ability to reduce food intake. We therefore 

assessed hypothalamic protein expression of leptin’s downstream target STAT3 in 

POMC-p62-WT and POMC-p62-KO mice 2 hours after central administration of leptin 

(2.5 µg/µL, icv) or its vehicle by Western blot analysis. Leptin administration led to a 

strong increase in STAT3 phosphorylation (p-STAT3) in the hypothalamus of POMC-

p62-WT mice, but this effect was significantly blunted in the hypothalamus of POMC-

p62-KO mice (Figure 3C) [one-way ANOVA, treatment effect: P = 0.010; F(2) = 8.543]. 

Thus, deletion of p62/SQSTM1 in POMC cells leads to molecular and behavioral 

resistance to the central actions of leptin. 

Leptin and p62/SQSTM1 are known to drive mTORC1 signaling, an energy sensing 

pathway, whose activity has been shown to be necessary for POMC neuronal functions 

in the regulation of food intake (Saucisse et al., 2016). Moreover, p62/SQSTM1 is 
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required for the activation of mTORC1 (Duran et al., 2011). We therefore evaluated 

hypothalamic expression of phosphorylation of S6 (p-S6), a protein downstream of 

mTORC1 used as a classical marker of mTORC1 activation (Cota et al., 2006). 

Consistent with the changes observed for p-STAT3, p-S6 was increased in the 

hypothalamus of leptin-treated POMC-p62-WT mice but blunted in the hypothalamus 

of leptin-treated POMC-p62-KO mice (Figure 3D) [one-way ANOVA, treatment effect: 

P = 0.050; F(2) = 4.478], highlighting an impairment of mTORC1 signaling in these 

mice. We have shown that pharmacological inhibition of mTORC1 by injecting RAPA 

icv to 24-h fasted animals induces hyperphagia (Cota et al., 2006; Saucisse et al., 

2016). We therefore used this approach and monitored food intake of refed POMC-

p62-KO mice and their WT littermates after injection of RAPA or its vehicle. As 

expected, RAPA significantly increased fasting-induced food intake in POMC-p62-WT 

mice while it failed to increase food intake in POMC-p62-KO mice (Figure 4) [two-way 

ANOVA, genotype effect: P<0.001; F(1) = 21.017, treatment effect: P = 0.043; 

F(1) = 4.511, genotype*treatment effect: P = 0.341; F(1) = 0.942], implying that 

mTORC1 signaling may be altered in POMC neurons due to the deletion of 

p62/SQSTM1. Moreover, and somehow surprisingly, in response to refeeding, POMC-

p62-KO mice actually showed a hypophagic phenotype (Figure 3E), which, however, 

was not found in younger animals (data not shown). 

Overall, these findings imply that p62/SQSTM1 in POMC neurons may specifically 

modulate the sensitivity of POMC neurons to the action of leptin and determine leptin's 

ability to decrease food intake, which is altered in POMC-p62-KO mice probably due 

to alterations in mTORC1 signaling. 
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Deletion of p62/SQSTM1 in POMC neurons leads to alterations of POMC 

neuronal morphology 

One major function of mTORC1 is to regulate cell body size and suppression of 

autophagy in POMC neurons leads to p62/SQSTM1-positive aggregates in the 

hypothalamus and a defect in POMC axonal projections (Coupe et al., 2012). As our 

previous results suggested that the deletion of p62/SQSTM1 in POMC neurons affect 

mTORC1 signaling, we went on to characterize POMC neuronal morphology. We 

therefore compared POMC-p62-KO and their WT littermates at 11 weeks, before the 

onset of a phenotypic difference (hereafter referred as “young”) and 30 weeks of age 

(hereafter referred as “old”). We observed that while POMC cell number in the ARC 

was comparable between genotypes [“young” POMC-p62-WT (n = 4): 19.3 ± 2.3 

POMC cells per ARC hemisection vs. “young” POMC-p62-KO (n = 5): 20.0 ± 5.2 POMC 

cells per ARC hemisection vs. “old” POMC-p62-WT (n = 4): 22.9 ± 4.1 POMC cells per 

ARC hemisection vs. “old” POMC-p62-KO (n = 5): 25.6 ± 3.9 POMC cells per ARC 

hemisection, two-way ANOVA, genotype effect: P = 0.712; F(1) = 0.143, age effect: 

P = 0.327; F(1) = 1.036, genotype*age: P = 0.822; F(1) = 0.052], POMC-p62-KO mice 

had significantly smaller POMC cell bodies (Figure 5A-B) [two-way ANOVA, genotype 

effect: P = 0.005; F(1) = 11.055, age effect: P = 0.617; F(1) = 0.263, genotype*age: 

P = 0.226; F(1) = 1.616]. The study of POMC projections to the paraventricular nucleus 

(PVN), a main target of POMC neurons, further revealed that projections in POMC-

p62-KO mice were also reduced as compared to WT littermates (Figure 5C-D) [two-

way ANOVA, genotype effect: P = 0.011; F(1) = 8.577, age effect: P = 0.003; 

F(1) = 12.693, genotype*age: P = 0.934; F(1) = 0.007]. Same reduction was observed 

with POMC cleavage products such as α-MSH (Figure 5E) [two-way ANOVA, genotype 

effect: P = 0.016; F(1) = 7.487, age effect: P = 0.054; F(1) = 4.436, genotype*age: 
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P = 0.257; F(1) = 1.398] and β-endorphin (Figure 5F) [two-way ANOVA, genotype 

effect: P = 0.077; F(1) = 3.631, age effect: P = 0.039; F(1) = 5.190, genotype*age: 

P = 0.591; F(1) = 0.303]. Together, these data indicate that POMC-p62-KO mice 

display an abnormal development of POMC neuron body size and neuronal 

projections, an effect that could in turn participate to the observed hyperphagia and the 

mature-onset obesity. 

Collectively, our data demonstrate that p62/SQSTM1 and modulation of autophagy in 

POMC neurons critically controls feeding responses and leptin signaling, probably 

through the mTORC1 pathway. 

 

Discussion 

In this study, we demonstrated that p62/SQSTM1 is necessary for the physiologic 

function of POMC neurons in the regulation of feeding behavior and energy 

expenditure. The deficiency of p62 specifically in POMC neurons leads to hyperphagia, 

altered energy expenditure and late-onset obesity in chow-fed mice. Given the 

important role of central leptin signaling in the control of feeding responses and energy 

expenditure (Minokoshi et al., 2004), changes of body weight, food intake and energy 

expenditure in POMC-p62-KO mice may be largely due to the observed defect in the 

activation of STAT3, a downstream target of leptin action. Further neuroanatomical 

studies will be needed in order to assess whether the changes in the phosphorylation 

of STAT3 occur within POMC neurons or are localized in other hypothalamic areas, 

such as the ventromedial and lateral hypothalamus, that are direct target of leptin 

actions and that receive projections from POMC neurons (Allison and Myers, 2014). 

Since chow-fed POMC-p62-KO mice become obese and display altered leptin 

signaling, we reasoned that the chronic consumption of a HFD would be expected to 
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accelerate the appearance of obesity and that sympathetic-related responses, such as 

brown adipose tissue thermogenesis, would be altered in this animal model. Although 

there was no difference in energy expenditure between POMC-p62-KO mice and 

POMC-p62-WT mice fed normal chow diet, energy expenditure of POMC-p62-KO mice 

acutely fed HFD was significantly lower than that of POMC-p62-WT mice fed HFD, 

again associated to an increase in food intake. In contrast, weight gain after chronic 

exposure to HFD was not different between POMC-p62-KO and POMC-p62-WT mice. 

These results suggest that deficiency of p62/SQSTM1 in POMC neurons causes rapid 

maladaptive metabolic responses to dietary change, but does not lead to increased 

sensitivity to diet-induced obesity. 

mTORC1 is a well-known negative regulator of autophagy (Kim et al., 2011) and loss 

of autophagy in POMC neurons or deletion of p62/SQSTM1, which drives mTORC1 

activation and inhibits autophagy, lead to hyperphagia, increased body weight and 

adiposity, and leptin resistance or glucose intolerance (Rodriguez et al., 2006; Coupe 

et al., 2012; Quan et al., 2012; Harada et al., 2013). Thus, our data show that 

rapamycin does not induce hyperphagia and that leptin does not increase the 

phosphorylation of ribosomal protein S6, a downstream target of mTORC1, in POMC-

p62-KO mice. These results are consistent with the above-cited set of experiments and 

highlight the role of p62/SQSTM1 and autophagy in POMC neurons in the control of 

energy balance through an intact mTORC1 signaling. Further neuroanatomical studies 

will be needed in order to assess the basal activity of the mTORC1 pathway in the 

presence or absence of p62/SQSTM1 in POMC neurons. 

In addition to the modulation of autophagy, mTORC1 is also essential for the regulation 

of protein synthesis, which is required for cell growth (Laplante and Sabatini, 2012). 

Loss of autophagy in the CNS is usually associated with neurodegenerative diseases 
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(Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006) and deletion of Atg7 or over-activation of 

mTORC1 in POMC neurons leads to marked structural defects in the maturation of 

POMC axonal projections (Mori et al., 2009; Coupe et al., 2012). We therefore 

performed morphological analysis in POMC-p62-KO and their WT littermates to see 

whether deletion of p62/SQSTM1 in POMC neurons leads to morphological alterations 

that can be the underlying cause of the observed metabolic dysregulation. Despite 

POMC cell number was not different between POMC-p62-KO and their WT littermates, 

POMC cells were significantly smaller in POMC-p62-KO mice, which is consistent with 

a downregulated mTORC1 pathway. The PVN neurons expressing MC4Rs critically 

mediate the appetite-suppressant signal from POMC neurons (Woods, 2005). The 

density of POMC-IR fibers is markedly attenuated in the PVN of POMC-p62-KO mice, 

suggesting that p62/SQSTM1 and autophagy in POMC neurons is an important 

intracellular process for the normal development of neural projections derived from 

POMC neurons to their target nuclei. However, we cannot rule out the possibility that 

the reduction of axonal projections observed in POMC-p62-KO mice is not due to a 

decrease in peptide release or to an alteration of POMC peptide processing. We 

observed reduction of both α-MSH- and β-endorphin-IR fibers in the PVN of POMC-

p62-KO mice, supporting the idea that p62/SQSTM1 deficiency in POMC neurons 

does not alter the pattern of POMC peptide processing. However, further analysis is 

required to assess whether these reductions of POMC cell body size and axonal 

projections in the PVN can be attributed to reduction in structural shape of POMC cells 

and axon growth and not to decreased levels of Pomc expression, using other specific 

structural markers. 

In addition, further studies are needed in order to localize leptin resistance at cellular 

level (decreased pSTAT3 in POMC neurons?) and to investigate the impact of 
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p62/SQSTM1 deletion on the autophagy process. Overall, the present findings have 

established that p62/SQSTM1 and constitutive autophagy are important for proper 

function of POMC neurons, and that p62/SQSTM1 in POMC neurons plays a role in 

the regulation of energy balance and leptin sensitivity. 
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Experimental Procedures 

Animals 

All experiments were conducted in strict compliance with the European Union 

recommendations (2013/63/EU) and were approved by the French Ministry of 

Agriculture and Fisheries (animal experimentation authorization n°3309004) and the 

local ethical committee of the University of Bordeaux (DIR1354). Maximal efforts were 

made to reduce any suffering and the number of animals used. Conditional mutant 

mice lacking the p62/SQSTM1 gene in POMC-expressing cells, hereafter called 

POMC-p62-KO, were generated by crossing p62-flox mice (kind gift of Dr. Jorge 

Moscat, Sanford-Burnham Medical Research Institute), with POMC-Cre+/+ mice 

[Tg(Pomc1-cre)16Lowl/J, JAX Stock #005965, The Jackson Laboratory, USA], as 

previously done in (Bellocchio et al., 2013). Male POMC-p62-KO and their wild-type 

(WT) littermates were all generated in the Neurocentre Magendie breeding facility and 

were on C57Bl6/N genetic background. Male mice, aged 6 to 30 weeks, were housed 

individually in standard plastic rodent cages, maintained on a 12-h light-dark cycle 

(lights off at 1300 h) with ad libitum access to pelleted chow (A03, SAFE, France) and 

water, unless otherwise specified. For high-fat diet (HFD) studies, 17-weeks old male 

mice were placed on an HFD with 60% of calories from fat (60% HFD, Research Diets, 

5.24 kcal/g, USA). Food intake and body weight were recorded daily for genotype 

characterization. Number of animals used in the study is indicated in the figure legends. 

Mice were genotyped from genomic DNA purified from tail biopsies by PCR using 

specifics primers (see further below). Tails were incubated overnight at 56°C in 

Proteinase K buffer (100mM Tris-HCl pH8, 5mM EDTA, 0.2 % SDS, 200mM NaCl, 

0,2mg/mL PK). After 10 min at 13200 rpm, the supernatants were purified on silica 

columns, according to the manufacturer protocol (Macherey nagel kit), on a zephyr 
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automatic station. PCR assay was carried out using a Biorad C1000 thermal cycler, 

with GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (Promega), and 0.3 to 0.6µM of each 

primer in a 25µL volume. PCR conditions were as follows: 1 cycle, 5 min at 95°C; 37 

cycles, 30 sec at 95°C, 30 sec at 55°C for, 1 min at 72°C; 1 cycle, 5 min at 72°C. PCR 

products was analyzed on a Labchip GX microfluidic electrophoresis system (Caliper) 

using the DNA5k kit. 

 

Primers for genotype analysis. 

Mouse line Primer sequence 5'3'  expected fragment 

p62-Flox P396d-P62 TCTCGACCCCGTACCTTTCA Flox 680 pb 

 P397d-P62 TCCGGGGCTTTAACTGAACC wt 600 pb 

 

Body composition analysis 

Assessment of lean and fat mass in conscious male mice was performed using a 

nuclear echo magnetic resonance imaging whole-body composition analyzer (Echo 

MRI 900; EchoMedical Systems, USA), as in (Cardinal et al., 2014). 

 

Indirect calorimetry 

Indirect calorimetry, in-cage locomotor activity and gas exchange analysis were carried 

out in calorimetric chambers (TSE systems, Germany) after 72 h of acclimatization on 

13-weeks old mice fed chow or a high-fat diet (60% HFD, Research Diets, 5.24 kcal/g, 

USA), as previously described in (Cardinal et al., 2014). O2 consumption and CO2 

production were measured every 20 minutes (mean over 60 minutes) to measure the 

gas exchange, respiratory quotient and energy expenditure. Simultaneously, in-cage 

locomotor activity was determined using tridimensional infrared light beam system. 
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Stereotaxic surgery 

Mice were anesthetized with a mixture of ketamine (100 mg/kg, ip) and xylazine 

(10 mg/kg, ip), placed in a stereotaxic holder (David Kopf Instruments, USA) and 

implanted with a cannula in the lateral cerebral ventricle (coordinate AP/DV/ML = 

−0.5/−2.1/-1.2 mm). Cannula placement was verified by administering 5 µg of 

neuropeptide Y (NPY) (Phoenix Pharmaceuticals Inc., USA) in 0.1 M PBS (pH 7.4) and 

by assessing subsequent food intake, as in (Brown et al., 2006). 

 

Fasting-induced food intake studies 

All mice were singly housed for at least 7 days before the fasting-induced food intake 

experiments. The day before the experiment, food was removed from the cages for 24 

hours. Fasted mice received an icv injection of RAPA (25 µg in 1 µl DMSO, EMD 

Millpore, USA) or its vehicle, which were administered 4 h before dark onset. Food was 

returned immediately after the drug injection and intake was recorded after 1, 2 and 

after 24 h. Body weight was measured immediately before and 24 h after the treatment. 

 

Food intake response to leptin 

Hoppers containing chow were removed from the cages 1 h before the administration 

of leptin [2.5 µg/µL, icv; mouse recombinant leptin obtained from Dr. A.F. Parlow, 

National Hormone and Pituitary Program (Torrance, USA)] or its vehicle (saline), which 

occurred 4 h before the onset of the dark phase, when food hoppers were returned to 

the cages, as in (Cardinal et al., 2014). Food intake was recorded 24 h afterwards. 

Body weight was measured immediately before and 24 h after the treatment. The leptin 

food intake studies were performed using a within subjects design in which mice 

received both vehicle and leptin in counterbalanced order. 
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Immunohistochemistry 

Mice were deeply anesthetized using pentobarbital given ip and then perfused 

transcardially with ice-cold PBS, pH 7.4, followed by 4% paraformaldehyde (PFA, 

Sigma-Aldrich, France) in PBS with 0.2% picric acid. Brains were extracted and 

postfixed in 4% PFA overnight at 4°C, then cryoprotected with 30% sucrose in PBS at 

4°C. Coronal sections (30 μm) were cut with a cryostat (CM1950, Leica, Germany), 

collected in PBS and stored in antifreeze solution (30% ethylene glycol, 30% glycerol 

in KPBS) at -20°C until further used. 

Double-labeling immunohistochemistry. Sections were first incubated with 10% 

normal goat serum (Dako, Denmark) and then with guinea pig anti-p62 antibody 

(1:1000, Progen, Germany) overnight at 4°C. The next day sections were washed in 

PBS and incubated for 1 h with A488-conjugated secondary goat anti-guinea pig 

antibody (1:500, EMD Millipore, USA). Sections were then washed in PBS and blocked 

with 10% normal goat serum (Dako) and then incubated with rabbit anti-POMC 

antibody (1:2000; Phoenix Pharmaceuticals Inc., USA) overnight at 4°C. The next day 

sections were washed in PBS and incubated for 1 h with A647-conjugated secondary 

goat anti-rabbit antibody (1:500, Cell Signaling, USA). Sections were then mounted 

and cover-slipped. 

Triple-labeling immunohistochemistry. Sections were first incubated with 10% 

normal donkey serum (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA) and then 

with sheep anti-α-MSH antibody (1:5000; EMD Millipore, USA) overnight at 4°C. The 

next day sections were washed in PBS and incubated for 1 h with A568-conjugated 

secondary donkey anti-sheep antibody (1:500, EMD Millipore, USA). Sections were 

then washed in PBS and blocked with 10% normal goat serum (Dako, Denmark) and 

then incubated with rabbit β-endorphin antibody (1:100; Cell Signalling, USA) overnight 
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at 4°C. The next day sections were washed in PBS and incubated for 1 h incubated 

for 1 h with A647-conjugated secondary donkey anti-sheep antibody (1:500, Cell 

Signaling, USA). Finally, sections were washed in PBS and incubated with Goat Fab 

Fragment Anti-Rabbit IgG (1:100, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., USA) 

to avoid cross-reactivity. Sections were then washed in PBS and blocked with 10% 

normal goat serum (Dako) and then incubated with rabbit anti-POMC antibody (1:2000, 

Phoenix Pharmaceuticals, Inc., USA) overnight at 4°C. The next day sections were 

washed in PBS and incubated for 1 h with A488-conjugated secondary goat anti-rabbit 

antibody (1:500, Cell Signaling, USA). Sections were then mounted and cover-slipped. 

Sections were first incubated with 10% normal goat serum (Dako, Denmark) and then 

with guinea pig anti-p62 antibody (1:1000, Progen, Germany) overnight at 4°C. The 

next day sections were washed in PBS and incubated for 1 h with A488-conjugated 

secondary goat anti-guinea pig antibody (1:500, EMD Millipore, USA). Sections were 

then washed in PBS and blocked with 10% normal goat serum (Dako) and then 

incubated with rabbit anti-POMC antibody (1:2000; Phoenix Pharmaceuticals Inc., 

USA) overnight at 4°C. The next day sections were washed in PBS and incubated for 

1 h with A647-conjugated secondary goat anti-rabbit antibody (1:500, Cell Signaling, 

USA). Sections were then mounted and cover-slipped. 

Fluorescent images were acquired with a confocal microscope (SP8-STED, Leica, 

Germany) and all sections containing the ARC were rostro-caudally analyzed using 

ImageJ. Briefly, for each image, the background was subtracted and the image 

binarized. Then, particles’ area (for POMC cell body size) or fiber’s area (for POMC, 

α-MSH or β-endorphin projections) was quantified. 
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Western blot analysis 

Western blot analysis was carried out in chow-fed mice injected with leptin (2.5 µg/µL, 

icv) or its vehicle in the light phase, 4h before the onset of the dark. Mouse brains were 

rapidly removed 2 hours after leptin injection and the whole hypothalamus excised. 

Samples were lysed and proteins extracted and quantified and western blots carried 

out as in (Cardinal et al., 2014). Membranes were incubated with the following primary 

antibodies: phospho-S6 (Ser240/244) (1:1000, Cell Signaling, USA), S6 (1:1000, Cell 

Signaling), phospho-STAT3 (Tyr705) (1:1000, Cell Signaling), STAT3 (1:1000, Cell 

Signaling) and β-actin (1:4000, Cell Signaling). β-actin was used as loading control. 

Immunoreactive bands were visualized using enhanced chemiluminescence (ECL 

plus, PerkinElmer, USA) then exposed on radiographic films (Amersham hyperfilm 

ECL, GE Healthcare, UK). Bands quantification was performed using ImageJ software. 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using Prism (Graphpad, USA). All values are 

reported as means ± SEM. Data were analyzed by unpaired Student’s t-tests or by 1-

way, 2-way or repeated measures ANOVAs as appropriate. Significant ANOVAs were 

followed by Fisher LSD post-hoc test. P values less than 0.05 denote statistical 

significance. 
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Figure Legends 

Figure 1. POMC-p62-KO mice are hyperphagic and obese. 

(A) Representative images of POMC neurons in POMC-p62-WT and POMC-p62-KO 

mice. POMC (red) and p62/SQSTM1 (green); scale bar: 5 µm. (B) Weekly body weight 

gain, (C) fat mass (expressed in % of body weight) (D) lean mass (expressed in % of 

body weight) and (E) average daily food intake in chow-fed male POMC-p62-WT and 

POMC-p62-KO littermates from 6 to 29 weeks of age (n = 8-10). Data are mean ± 

SEM. *p<0.05; **p< 0.01; ***p<0.001. 

 

Figure 2. Altered use of fuel substrates and energy expenditure in POMC-p62-

KO mice. 

(A) In-cage locomotor activity, (B) energy expenditure and (C) respiratory quotient 

(RQ) during the dark and light phases determined in 16-weeks old chow-fed male 

POMC-p62-WT and POMC-p62-KO mice (n = 11-13). (D) Cumulative food intake 

analysis; the grey box represents the dark phase. (E) Energy expenditure and (F) food 

intake during the dark and light phases assessed in 16-weeks old male POMC-p62-

WT and POMC-p62-KO mice exposed to a HFD (60% calories from fat) (n = 5-6). (G) 

Weekly body weight gain in male POMC-p62-WT and POMC-p62-KO littermates 

exposed to HFD at the age of 17 weeks and maintained on HFD for 9 weeks (n = 5-7). 

Data are mean ± SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 

 

Figure 3. Leptin resistance and altered mTORC1 signaling in POMC-p62-KO 

mice. 

(A) 24h food intake and (B) body weight change of chow-fed male POMC-p62-WT and 

POMC-p62-KO mice treated with leptin (2.5 µg/µL, icv) or its vehicle (n = 4-9). 
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Representative western blot scans and quantification of (C) p-STAT3/STAT3 ratios 

and (D) p-S6/S6 ratios normalized by β-actin levels (arbitrary unit) in the hypothalamus 

of leptin-treated (2.5 µg/µL, icv) chow-fed male POMC-p62-WT and POMC-p62-KO 

mice (n = 4 per groups). 

 

Figure 4. Altered rapamycin-induced hyperphagia in POMC-p62-KO mice. 

Fasting-induced 2-h food intake in POMC-p62-WT and POMC-p62-KO littermates 

(n = 6-10) treated with vehicle or RAPA (25 µg/µL, icv). Data are mean ± SEM. *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001. 

 

Figure 5. Altered POMC neuronal morphology in POMC-p62-KO mice. 

(A) Representative images and (B) quantification of POMC-IR neurons in “old” mice 

(30 weeks of age, n = 4-5 mice per group) mice. POMC (red); scale bar: 5 µm. (C) 

Representative images and (D) quantification of POMC-IR fibers’ area in the PVN of 

“young” mice (11 weeks of age, n = 4-5 mice per group). (E) quantification of α-MSH-

IR fibers’ area and (F) β-endorphin-IR fibers’ area in the PVN of “young” (11 weeks of 

age) and “old” (30 weeks of age) mice (n = 4-5 mice per group). POMC (red); scale 

bar: 100 µm; V: third ventricle. Data are mean ± SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Discussion et perspectives 

La délétion de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC entraîne une obésité associée à 

une hyperphagie, ainsi qu’une altération de l’utilisation des substrats énergétiques et de la 

dépense énergétique 

Nos résultats démontrent que les souris POMC-p62-KO nourries en régime standard, bien 

qu’initialement similaires à leurs congénères de type sauvage, développent une obésité tardive, 

caractérisée par une augmentation de l’adiposité et de la prise alimentaire. Ces résultats 

rejoignent une littérature déjà abondante sur le fait que la protéine p62/SQSTM1 est importante 

dans la régulation de la balance énergétique et le développement de l’obésité (Rodriguez et al., 

2006 ; Duran et al., 2008 ; Ramesh Babu et al., 2008 ; Jain et al., 2010). 

De façon intéressante, avant même que les changements d’adiposité n’apparaissent, les 

souris POMC-p62-KO présentent déjà une augmentation de leur prise alimentaire. Ceci pourrait 

expliquer l’augmentation du quotient respiratoire et possiblement la prise de poids corporel 

observée au fil des semaines. De plus, les souris POMC-p62-KO nourries en régime standard 

présentent une dépense énergétique identique à celle de leurs congénères de type sauvage, 

soulignant le rôle crucial joué par la prise alimentaire dans le développement de cette obésité 

au cours du temps. 

Cependant, la délétion de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC entraîne également des 

réponses métaboliques inadaptées en réponse à la consommation d'un régime HFD pendant 

48h, suggérant une altération de leur flexibilité métabolique qui favoriserait la prise de poids 

corporel. En effet, les souris POMC-p62-KO montrent une diminution de leur dépense 

énergétique et présentent toujours une augmentation de leur prise alimentaire. De façon 

surprenante, les souris POMC-p62-KO ne semblent pas plus affectées que leurs congénères de 

type sauvage par un régime HFD sur le long-terme, puisqu’elles prennent autant de poids et 

présentent une prise alimentaire et une adiposité similaires. Il serait donc pertinent d'évaluer 

comment des souris POMC-p62-KO plus jeunes s’adaptent à la consommation chronique d'un 

régime HFD, et si les réponses sympathiques associées, telles que la thermogenèse, sont 

modifiées dans ces conditions. Nous pourrions éventuellement tester un régime HFD un peu 

moins drastique en utilisant un régime HFD, dont seulement 40% des calories proviendraient 

des lipides. En effet, ces deux types de régime devraient, en principe, accélérer l'apparition de 

l'obésité chez ce modèle animal. 

Enfin, sachant que les neurones à POMC contrôlent le métabolisme du glucose via le 

système nerveux sympathique (Saltiel and Kahn, 2001), il serait également intéressant 

d'évaluer, à l'aide des tests de tolérance au glucose de tolérance à l'insuline, si la délétion de 
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p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC modifie le métabolisme du glucose, avant même le 

développement de l'obésité chez ces souris. Nos données préliminaires ne montrent aucune 

altération chez des souris de poids similaires, suggérant que des modifications potentielles du 

métabolisme du glucose seraient une possible conséquence de l’apparition de l’obésité. 

La délétion de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC entraîne une résistance à la 

leptine et une altération de la voie de signalisation de mTORC1 

Les souris POMC-p62-KO nourries en régime standard développent une résistance à la 

leptine. Cette hormone est connue pour réduire la prise alimentaire et augmenter la dépense 

énergétique via les neurones à POMC, qui expriment des récepteurs à la leptine (Hill et al., 

2010 ; Allison and Myers, 2014). Nos études étant effectuées avant l’apparition de l’obésité, il 

est probable que la résistance à la leptine observée chez les souris POMC-p62-KO soit une des 

causes du développement de l’obésité. 

D’autre part, notre analyse moléculaire montrant des modifications sur la sensitivité de la 

voie de signalisation de la leptine, dénotant notamment une altération de la phosphorylation de 

STAT3, ont été réalisées sur des échantillons hypothalamiques entiers. Ces données ne 

renseignent en aucun cas sur la localisation de tels changements moléculaires. Nos futures 

études neuro-anatomiques consisteront à évaluer si ces altérations s’opèrent spécifiquement au 

sein des neurones à POMC ou aussi dans d’autres régions hypothalamiques telles que 

l’hypothalamus ventromédian et latéral, qui sont des cibles directes des actions de la leptine et 

qui reçoivent des projections axonales des neurones à POMC (Allison and Myers, 2014). 

De façon similaire, des études neuro-anatomiques plus poussées sont nécessaires afin de 

confirmer que la voie de signalisation de mTORC1 est bien altérée au sein des neurones à 

POMC, en évaluant la phosphorylation de la protéine ribosomale S6. Nous pourrons 

éventuellement coupler cet immunomarquage à une évaluation de l’activité neuronale, telle 

qu’un marquage de c-Fos, puisque ces deux marqueurs ont récemment été montrés comme 

fortement colocalisés lors de l’activation neuronale (Knight et al., 2012). Nos données initiales 

ne démontrent cependant aucune modification de l’activité des neurones à POMC chez les 

souris POMC-p62-KO en réponse à un paradigme de « refeeding », connu pour induire 

l’activation de ces neurones et nécessitant une voie de mTORC1 fonctionnelle (Cota et al., 

2006 ; Saucisse et al., 2016). 

Enfin, la quantification de marqueurs de l'autophagie, tels que LC3 et Atg7 au sein des 

neurones à POMC sera nécessaire afin d’évaluer pleinement l'impact de la délétion de 
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p62/SQSTM1 sur le processus autophagique et de son implication potentielle dans le 

développement de l’obésité et des altérations métaboliques associées. 

La délétion de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC entraîne une altération de la 

morphologie neuronale 

Les souris POMC-p62-KO présentent également des altérations morphologiques des 

neurones à POMC, qui pourraient, en association à une activité neuronale réduite, être une des 

causes probables du dérèglement métabolique observé chez ces souris. Les souris POMC-p62-

KO possèdent moins de projections axonales des neurones à POMC au sein du PVN, qui médie 

les effets de satiété induits par l’activation des neurones à POMC (Singru et al., 2012). Des 

études électrophysiologiques sur l’étude de la transmission synaptique entre les neurones à 

POMC et les neurones parvocellulaires du PVN pourraient révéler des modifications de la 

transmission synaptique pouvant participer au développement de l’obésité chez les souris 

POMC-p62-KO. 

Nous avons également cherché à montrer que cette réduction des projections axonales 

n’était pas due à une diminution de la libération ou à une altération du clivage de POMC en α-

MSH et en β-endorphine. Nous avons observé une diminution du nombre de fibres positives 

pour ces deux neuropeptides, semblable à celle observée pour les fibres positives pour POMC, 

supportant l’idée que la délétion de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC n’altère pas le 

clivage de POMC mais affecte plutôt la libération de POMC et de ses produits clivés, entraînant 

ainsi une dysrégulation de la prise alimentaire et des réponses métaboliques chez les souris 

POMC-p62-KO. Des analyses supplémentaires seront nécessaires afin de confirmer cette 

hypothèse, en quantifiant notamment l’expression des gènes impliqués dans la régulation de la 

balance énergétique, tels que Pomc, Agrp, Mc4r ainsi que les enzymes impliquées dans le 

clivage de POMC, ainsi qu’en quantifiant la libération d’α-MSH et en β-endorphine par radio-

immuno-essai. Des expériences d’immunomarquage à l’aide de marqueurs neuronaux et/ou 

axonaux stables en association avec un marquage de POMC seront également nécessaires. 

Enfin, les neurones à POMC sont plus petits chez les souris POMC-p62-KO. Nous avons, 

par ailleurs, montré que la signalisation de mTORC1 est altérée en réponse à l’administration 

centrale de leptine et que l’administration centrale d’un inhibiteur de mTORC1, la rapamycine, 

n’augmente pas la prise alimentaire lors d’un paradigme de « refeeding », suggérant une 

régulation négative de mTORC1 chez les souris POMC-p62-KO. Or, mTORC1 régule, entre 

autres, la croissance cellulaire (Laplante and Sabatini, 2012) et il a été montré qu’une 

suractivation de la voie mTORC1 dans les neurones à POMC entraînait une augmentation de 
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la taille de ces neurones et une réduction des projections axonales dans le PVN, associées à une 

hyperphagie et une obésité (Mori et al., 2009) ; ce phénotype étant restauré par l’administration 

de RAPA. Les altérations morphologiques observées chez les souris POMC-p62-KO pourraient 

ainsi être dues à une altération de la voie de mTORC1 et être responsables du développement 

de l’hyperphagie et de l’obésité. 

 

 

Au final, nos données ont permis d’identifier que p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC 

exerce un rôle critique dans la régulation de la balance énergétique. En effet, son absence 

pourrait induire une diminution de l’activité de mTORC1, qui entraînerait d’importants 

changements morphologiques pouvant affecter la fonction des neurones à POMC et la 

régulation de la prise alimentaire. Une caractérisation plus complète des mécanismes cellulaires 

impliqués seront nécessaires pour une meilleure compréhension de l'action de p62/SQSTM1, 

et potentiellement de l’autophagie, dans la régulation de la balance énergétique. Ces analyses 

permettront peut-être d’identifier de nouvelles cibles moléculaires pour le traitement de 

l'obésité.  



 

Discussion générale  
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L’hypothalamus est une des structures cérébrales clés, impliquée dans la régulation de la 

balance énergétique, qui participe à l'orchestration des réponses homéostatiques sur la prise 

alimentaire et la dépense énergétique. Il intègre de nombreux signaux nutritionnels et 

hormonaux provenant des organes périphériques, et témoignant du statut énergétique de 

l’organisme. Le caractère absolument essentiel et primordial de la fonction de nutrition fait de 

la régulation de la prise alimentaire un mécanisme extrêmement sophistiqué faisant intervenir 

de multiples populations neuronales, et notamment les neurones à POMC de l’ARC, ainsi que 

de nombreuses voies de signalisation pouvant être interconnectées, telles que la voie de 

mTORC1 et l’ECS. Les neurones à POMC régulent la balance énergétique, classiquement en 

diminuant la prise alimentaire et le poids corporel via la production de neuropeptides dérivant 

du clivage de POMC (De Jonghe et al., 2011), mais ces neurones libéreraient également des 

neurotransmetteurs pouvant être importants dans la réponse de satiété (Hentges et al., 2009 ; 

Dicken et al., 2012 ; Jarvie and Hentges, 2012 ; Wittmann et al., 2013). D’autre part, mTORC1 

est une voie de signalisation intracellulaire agissant comme un détecteur d’énergie au sein de 

la cellule et capable d’intégrer les signaux nutritionnels et hormonaux impliqués dans la 

régulation de la prise alimentaire (Laplante and Sabatini, 2012 ; 2013). Quant à lui, l’ECS 

exerce un rétrocontrôle négatif sur la libération de neurotransmetteur au sein du CNS via la 

fixation d’endocannabinoïdes sur les CB1Rs (Richard et al., 2009). L’activité de l’ECS est 

considérée comme un signal orexigène puissant, mais cet effet dépendrait du type neuronal 

exprimant le CB1R (Bellocchio et al., 2010). Cependant, très peu d’études ont été menées quant 

aux rôles exacts de mTORC1 et de l’ECS dans la modulation de l’activité des neurones à POMC 

et l’implication de leurs effets sur la prise alimentaire. Mon travail de thèse a eu pour objectif 

de comprendre quels étaient les rôles de mTORC1 et de l’ECS dans la modulation de la fonction 

des neurones à POMC et ainsi dans la régulation la balance énergétique, via l’utilisation 

d’approches génétiques, pharmacologiques, électrophysiologiques et moléculaires. 

La vision actuelle de la régulation hypothalamique de la prise alimentaire est « erronée » 

Le système mélanocortine est depuis longtemps considéré comme un des acteurs majeurs 

de la régulation de la balance énergétique (Schwartz et al., 1996 ; De Jonghe et al., 2011). Ce 

circuit est constitué de deux populations neuronales, localisées au sein de l’ARC, aux actions 

antagonistes sur les MC4Rs, en particulier des neurones parvocellulaires du PVN, et ainsi sur 

la fonction de nutrition (Woods, 2005; De Jonghe et al., 2011). En effet, les neurones produisant 

l’AgRP augmentent la prise alimentaire, tandis que les neurones produisant la POMC diminuent 

la prise alimentaire et conduisent à la cessation du repas (De Jonghe et al., 2011). De plus, ces 
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neurones sont idéalement localisés pour recevoir des informations provenant des organes 

périphériques ; l’ARC réside dans la partie ventro-médiane de l’hypothalamus, de part et d’autre 

du troisième ventricule (Belgardt et al., 2009). Ils reçoivent également de nombreuses 

afférences de plusieurs autres structures du CNS. Les neurones à AgRP et à POMC sont donc 

en position idéale pour intégrer les entrées périphériques et centrales et exercer une commande 

centrale sur le comportement alimentaire. Certains paradigmes ont alors été mis au point afin 

d’étudier et de comprendre l’action de ces neurones dans la régulation de la balance 

énergétique, notamment lors de la réponse alimentaire induite par le jeûne (Singru et al., 2007 ; 

Sanchez et al., 2008). En particulier, lorsque des souris sont soumises à un jeûne, puis 

réexposées à la nourriture, lors d’un paradigme de « refeeding », elles présentent une réponse 

hyperphagique. Cette réponse est en partie contrôlée par l’action des neurones à POMC sur le 

PVN (Singru et al., 2007 ; Sanchez et al., 2008), tandis que les neurones à AgRP sont inactivés 

(Riediger et al., 2004 ; Becskei et al., 2009). De plus, ces modifications d’activité neuronale 

semblent être très rapides et intervenir avant même que la nourriture ne soit consommée, au 

moment même où la nourriture est présentée à l’animal, suggérant donc que ces neurones 

hypothalamiques reçoivent des informations en temps réel sur la disponibilité en nourriture de 

notre environnement (Chen et al., 2015). Nos données expérimentales présentées dans le 

Chapitre II viennent corroborer ces observations puisque les souris réexposées à la nourriture 

présentent une augmentation de l’activité des neurones à POMC en comparaison aux souris à 

jeun. Mais nos expériences ont surtout permis de mettre en avant certains mécanismes et voies 

intracellulaires mis en jeu par les neurones à POMC dans la modulation de la prise alimentaire 

induite par un jeûne. Enfin, nos données ont également mis en évidence une hétérogénéité du 

profil des neurones à POMC, notamment au niveau du type de neurotransmetteur produit, mais 

également dans la modulation de la réponse hyperphagique induite par le jeûne. En effet, nous 

avons surtout démontré que différemment de ce que l’on pensait jusqu'à présent, bien qu’une 

partie des neurones à POMC, de type glutamatergique, inhibent bien la prise alimentaire, une 

autre partie de ces neurones à POMC, de type GABAergique, favorisent, quant à eux, la prise 

alimentaire. Bien que ces données confirment, en un sens, l’importance des neurones à POMC, 

elles remettent également en question les notions classiques de la fonction de ces neurones dans 

la régulation de la balance énergétique. 
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Les neurones à POMC, une population hétérogène 

Depuis plusieurs années, ces neurones se sont vus également attribuer la capacité de libérer 

des neurotransmetteurs. En effet, tandis que la grande majorité des neurones à AgRP expriment 

également le GABA (Cowley et al., 2001), les neurones à POMC semblent avoir un profil 

beaucoup plus hétérogène (Hentges et al., 2009 ; Dicken et al., 2012 ; Jarvie and Hentges, 2012 ; 

Wittmann et al., 2013). En effet, ces neurones seraient capables de libérer soit du GABA, soit 

du glutamate, soit les deux (Hentges et al., 2009 ; Dicken et al., 2012 ; Jarvie and Hentges, 

2012; Wittmann et al., 2013). Basé sur l'hypothèse que trois sous-populations puissent être 

identifiées, nous avons réalisé un séquençage des RNAs en cellule unique, qui a en effet 

confirmé, qu'en raison de la production de GABA, de glutamate ou les deux, que l’on peut 

distinguer d’un point de vue moléculaire trois sous-populations de neurones à POMC. D’autre 

part, les neurones à POMC sont activés par les signaux périphériques associés à la faim et à la 

satiété, tels que la leptine et l’insuline (Takahashi and Cone, 2005 ; Williams et al., 2010). 

Cependant, l’existence de plusieurs populations de neurones à POMC conduisent à émettre 

l’hypothèse que la leptine et l'insuline pourraient avoir des actions différentes et distinctes en 

fonction des sous-populations de neurones à POMC sur lesquelles elles agissent (Hill et al., 

2010 ; Williams et al., 2010 ; Sohn et al., 2011). En accord avec cette hypothèse, des études 

électrophysiologiques préliminaires menées par notre laboratoire ont également montré que 

l’activité électrique de ces différentes sous-populations était différentiellement modulée par la 

leptine. En effet, les neurones à POMC de type GABAergique seraient inhibés, tandis que les 

neurones de type glutamatergiques seraient activés par l’administration de leptine. Notre profil 

d’expression génique différentiel renseigne également en ce sens sur une possible sélectivité de 

ces sous-populations neuronales dans la régulation de différentes fonctions cellulaires. En 

particulier, les neurones à POMC GABAergiques sembleraient impliqués dans le métabolisme 

du glucose et des lipides ainsi que la transcription et le catabolisme des protéines. A l'inverse, 

les neurones à POMC glutamatergiques sembleraient dans la fonction des vésicules 

synaptiques, le métabolisme des purines et la liaison du GTP. Enfin, les neurones à POMC 

mixtes sembleraient impliqués dans la production d’ATP et la respiration cellulaire, ainsi que 

l’activité des récepteurs à orexines, la séquestration du calcium et l’autophagie. Nos données 

comportementales offrent également quelques informations sur une régulation opposée de ces 

sous-populations sur la prise alimentaire. Il existe donc, au sein des neurones à POMC, 

plusieurs sous-populations qui se distinguent selon le type de neurotransmetteurs qu’elles 

libèrent ainsi que les fonctions qu’elles régulent. Ces sous-populations neuronales pourraient 

donc être impliquées différemment et ainsi permettre d’exercer un contrôle fin de la régulation 



190 

de la balance énergétique. Enfin, l’apparition de l’obésité pourrait être due à une sélectivité de 

la sensibilité de ces neurones à un régime riche en graisses conduisant à la suractivation ou à la 

sous-activation de l’une ou l’autre de ces sous-populations, voire une combinaison des deux. 

La sous-population de neurones à POMC mixte pourrait alors constituer une réserve neuronale 

pouvant alors se différencier en l’une ou l’autre sous-population à la demande. Cependant, cette 

différenciation, en diminuant le nombre de ces neurones au cours du temps, pourrait entraîner 

un déséquilibre et pourrait alors participer voire accélérer l’apparition de l’obésité. D’autre part, 

cette population pourrait également participer à la formation d’un réseau intra-hypothalamique, 

en formant des connexions activatrices et inhibitrices sur les deux autres populations de 

neurones à POMC, visant à réguler de façon très fine l’activité de ces populations 

glutamatergiques et GABAergiques. 

mTORC1 est un acteur essentiel de la régulation de la balance énergétique 

mTORC1 est une voie de signalisation intracellulaire agissant comme un détecteur 

d’énergie, capable d’intégrer les signaux nutritionnels et hormonaux impliqués dans la 

régulation de la prise alimentaire, et également capable de contrôler une multitude de fonctions 

intracellulaires, dont l’activité neuronale (Cota et al., 2006 ; Knight et al., 2012; Laplante and 

Sabatini, 2012). De nombreuses études ont alors étudié l’activité de cette voie et ont observé 

qu’une suractivation de mTORC1, notamment dans les neurones à POMC, entraînait des 

changements morphologiques et fonctionnels conduisant à une hyperphagie et une obésité 

(Mori et al., 2009 ; Yang et al., 2012). Ces données démontrent l’importance d’une voie de 

signalisation de mTORC1 intacte dans la protection contre l’apparition de l’obésité. Elles 

démontrent également que des altérations morphologiques propres aux neurones à POMC 

suffisent pour conduire à un dérèglement de la balance énergétique, entraînant notamment une 

augmentation de la prise alimentaire et de poids corporel. Nos données expérimentales ont 

permis de montrer que mTORC1 est recruté dans les neurones à POMC lors d’un paradigme de 

« refeeding » entraînant la libération du peptide anorexigène α-MSH. Cependant, nos données 

électrophysiologiques démontrent que mTORC1 ne module pas uniformément l’excitabilité des 

neurones à POMC ; mTORC1 active les neurones à POMC de type glutamatergique, tandis 

qu’il inhibe les neurones à POMC de type GABAergique. Ces données corrélées à nos données 

comportementales et transcriptionnelles indiqueraient que l’activation de mTORC1 dans les 

neurones à POMC GABAergiques, éteindrait cette population neuronale, tandis que l’activation 

de mTORC1 dans les neurones à POMC glutamatergiques, en activant cette population 

neuronale, entraînerait une réduction de la prise alimentaire. Par ailleurs, les effets de mTORC1 
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sur l’activité électrique des neurones à POMC est très rapide. Or, certaines études ont démontré 

l’implication de mTORC1 dans la régulation de l’activité de canaux ioniques neuronaux (Ruan 

et al., 2008 ; Yang et al., 2012 ; Sosanya et al., 2015). Notre profil d’expression génique 

différentiel révèle également une certaine expression différentielle de différents types de 

récepteurs membranaires. Ces données suggèrent que mTORC1 pourrait être capable de 

moduler l’excitabilité des neurones à POMC en régulant leur composition membranaire en 

canaux ioniques ou via la régulation de canaux ioniques spécifiques de l’une ou l’autre de ces 

sous-populations neuronales. 

L’ECS participe à la régulation hypothalamique de la prise alimentaire 

L’ECS est depuis longtemps considéré comme jouant un rôle clé dans la régulation de la 

balance énergétique (Cota, 2007; Bermudez-Silva et al., 2012 ; Silvestri and Di Marzo, 2013 ; 

Mazier et al., 2015). Son action au niveau périphérique lui accorde une place préférentielle dans 

le contrôle de la prise alimentaire, l’absorption des nutriments et la dépense énergétique. L’ECS 

joue également un rôle important dans la régulation de la balance énergétique au niveau central. 

Une hyperactivité de ce système pourrait ainsi aisément contribuer à l’apparition de problèmes 

métaboliques et affecter notre alimentation ainsi que notre dépense énergétique, pouvant 

ensuite conduire au développement de l’obésité (Quarta et al., 2011; Bermudez-Silva et al., 

2012). Sachant que les CB1Rs sont exprimés dans l’hypothalamus et leur activation très 

efficace (Marsicano and Lutz, 1999), de nombreuses études se sont alors penchées sur le rôle 

de l’ECS dans la régulation hypothalamique de la balance énergétique (Jo et al., 2005 ; Tasker, 

2006 ; Cardinal et al., 2012). En accord avec ces études, nous observons également une 

modulation de l’ECS au niveau hypothalamique lors d’un paradigme de « refeeding ». En effet, 

nous montrons que le jeûne entraîne une augmentation, tandis que la réexposition à la nourriture 

entraîne une diminution des niveaux d’expression d’AEA sans modification des niveaux 

d’expression du 2-AG. De plus, nous montrons que ces effets se situent en aval de l’action des 

mélanocortines dans la modulation de la prise alimentaire, confirmant la littérature déjà 

existante sur le sujet (Verty et al., 2004 ; Matias et al., 2008; Monge-Roffarello et al., 2014). 

En outre, cette sélectivité dans la production et la libération d’AEA pourrait être très importante 

dans les effets physiologiques observées dans notre étude. L’AEA et le 2-AG ne possèdent pas 

les mêmes enzymes de production et de dégradation (Mazier et al., 2015), suggérant une 

possible modulation différentielle des différents acteurs contrôlant leur synthèse. Ainsi, la 

libération d’α-MSH pourrait spécifiquement inhiber la synthèse d’AEA. D’autres études ont 

également montré un effet antagoniste de l’action de l’AEA et du 2-AG, notamment où l’AEA 
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entraîne la réduction de la synthèse, du métabolisme et des effets physiologiques du 2-AG 

(Maccarrone et al., 2008). Ceci pourrait suggérer que le 2-AG agit à un niveau basal en inhibant 

la prise alimentaire, tandis que l’AEA, en antagonisant les effets du 2-AG, favoriserait 

l’alimentation. Par ailleurs, dans le CNS, les endocannabinoïdes agissent de façon rétrograde 

au niveau des CB1Rs, généralement afin de réduire la libération des neurotransmetteurs 

(Richard et al., 2009). Bien que l’ECS soit considéré comme un signal orexigène puissant, des 

données montrent que l’activation des CB1Rs sur les neurones GABAergiques entraîne une 

hypophagie, tandis que l’activation des CB1Rs sur les neurones glutamatergiques augmente la 

prise alimentaire (Bellocchio et al., 2010). Nos données expérimentales suggèrent que l’action 

de l’AEA pourrait être médiée par les CB1Rs présents sur les neurones à POMC et que les 

CB1Rs exprimés par les neurones à POMC GABAergiques déterminent l’amplitude de 

l’hyperphagie induite par un jeûne. Une étude récente a d’ailleurs également mis en avant le 

fait qu’une augmentation de l’activité des neurones à POMC pouvait être associée à une 

activation de l’ECS et favoriser la prise alimentaire (Koch et al., 2015), venant ainsi appuyer 

nos données expérimentales dévoilant un rôle encore non suspecté jusqu’à peu des neurones à 

POMC dans la promotion de la prise alimentaire. 

Le système mélanocortine, mTORC1 et l’ECS participent ensemble à la régulation de la 

prise alimentaire 

Nos données expérimentales ainsi que certaines études préliminaires ont permis de dresser 

un premier schéma interconnectant l’action des neurones à POMC et des voies de signalisation 

de mTORC1 et de l’ECS dans la modulation de la prise alimentaire. En effet, lors de la 

réexposition alimentaire, les neurones à POMC sont activés et recrutent mTORC1. L’activation 

des neurones à POMC entraîne la libération d’α-MSH qui inhiberait la synthèse 

d’endocannabinoïdes notamment au niveau des neurones parvocellulaires du PVN. En effet, 

nos données électrophysiologiques démontrent que l’application de MTII restaure la fréquence 

des mEPSCs, inhibée par l’application de RAPA. Tandis que l’application de WIN55,212-2, 

un agoniste des CB1Rs, après application de MTII diminue la fréquence des mEPSCs, sans que 

l’inverse ne soit vrai. Ainsi, l’inhibition de la synthèse d’endocannabinoïdes par l’α-MSH 

permettrait de lever spécifiquement l’inhibition sur la libération de glutamate par les neurones 

à POMC, ce qui entraînerait l’activation des neurones parvocellulaires du PVN, et ainsi la 

réduction de la prise alimentaire jusqu’à la cessation du repas. Cependant, encore beaucoup 

d’éléments restent à définir même si nos données permettent de voir plus clairement comment 

le contrôle hypothalamique de la prise alimentaire s’organise. Nous devrons tout d’abord 
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étudier d’un point de vue comportemental, si l’administration conjuguée de RAPA et 

d’inhibiteurs de la transmission glutamatergique chez les souris POMC-CB1-KO augmente 

encore plus l’effet hyperphagique induit par la RAPA chez ces souris. Il pourrait également être 

intéressant d’utiliser une stratégie basée sur le système Cre/Flp, qui consiste à croiser des souris 

exprimant la Cre recombinase (telles que nos souris POMC-Cre) avec des souris exprimant la 

Flp recombinase, soit dans les neurones glutamatergiques ou GABAergiques (Harris et al., 

2014 ; Madisen et al., 2015). Nous pourrions alors spécifiquement exprimer dans les neurones 

à POMC de type glutamatergique ou de type GABAergique le DREADD ou la ChR2 et activer 

spécifiquement ces sous-populations neuronales, et ainsi étudier leurs fonctions respectives 

dans la régulation de la balance énergétique. 

L’intégrité de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC est essentielle au maintien de 

l’homéostasie énergétique tout au long de la vie 

En conditions riches en nutriments, comme lors d’un paradigme de « refeeding », mTORC1 

favorise les processus anaboliques cellulaires en inhibant l'autophagie (Laplante and Sabatini, 

2013). L’autophagie est un processus nécessaire afin de fournir de l’énergie à l’organisme en 

conditions pauvres en nutriments (Laplante and Sabatini, 2013). mTORC1 nécessite également 

la présence de p62/SQSTM1, qui est une protéine adaptatrice impliquée dans la reconnaissance 

des substrats spécifiques et leur recrutement vers l’autophagosome (Sancak et al., 2008 ; Duran 

et al., 2011 ; Johansen and Lamark, 2011), et dont l’expression est modulée par le jeûne ou la 

réexposition à la nourriture après un jeûne (Moscat and Diaz-Meco, 2011). De plus, la 

suppression de l’autophagie ou la délétion de p62/SQSTM1 au niveau cérébral entraîne une 

hyperphagie et une obésité associées à des altérations du métabolisme et de la morphologie 

neuronale (Rodriguez et al., 2006 ; Coupe et al., 2012 ; Quan et al., 2012 ; Harada et al., 2013). 

Ces études ainsi que le rôle joué par la voie de mTORC1 dans la régulation de la fonction des 

neurones à POMC que nous avons mis en évidence nous ont poussés à évaluer le rôle de 

p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC dans la régulation de la balance énergétique. Nos 

données confirment l’importance de la présence de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC 

dans la régulation de la balance énergétique et le développement de l’obésité. En effet, les souris 

dépourvues de p62/SQSTM1 dans les neurones à POMC sont hyperphagiques et obèses et 

développent des altérations du métabolisme. De plus, la voie de signalisation de mTORC1 

semble également altérée et les neurones à POMC présentent également des altérations 

morphologiques, appuyant davantage l’importance de l’intégrité de p62/SQSTM1 et de 

mTORC1 au sein des neurones à POMC dans le maintien de l’homéostasie énergétique. Ces 
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études n’ont pour l’instant par permis de définir avec certitude des relations de causalité entre 

les modifications phénotypiques et moléculaires mais permettent cependant de souligner 

plusieurs hypothèses. En effet, l’absence de p62/SQSTM1 pourrait induire une altération de 

l’activité de mTORC1. Cette sous-activation de mTORC1 pourrait être responsable de la 

résistance à la leptine, ainsi que de la réduction du corps cellulaire et des projections axonales 

des neurones à POMC et de la libération d’α-MSH, et ces neurones ne pourraient ainsi plus 

exercer de contrôle fin de la prise alimentaire, ce qui favoriserait le développement de l’obésité. 

Une quantification de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 au sein des neurones à 

POMC sera donc nécessaire afin de déterminer si l’absence de p62/SQTM1 au sein de ces 

neurones pourrait induire une altération de l’activité de mTORC1 et ainsi être la cause du 

développement de l’obésité chez les souris POMC-p62-KO. L’absence potentielle d’autophagie 

pourrait également être un facteur favorisant le développement de l’obésité. En effet, en 

conditions pauvre en énergie, la dégradation des organites et protéines intracellulaires ne 

s’effectuant plus, aucune autre énergie que les apports nutritionnels ne fournirait l’énergie 

nécessaire au bon fonctionnement de la cellule, favorisant ainsi la prise alimentaire et de poids 

corporel. D’autres part, l’accumulation d’organites et de protéines pourrait entraîner une 

neuroinflammation conduisant à la mort cellulaire des neurones à POMC et ainsi une 

augmentation de la prise alimentaire. En effet, des études ont démontré une augmentation de 

l’expression de p62/SQSTM1 dans certains cancers et maladies neurodégénératives (Moscat 

and Diaz-Meco, 2011; Puissant et al., 2012), tandis que l’obésité est souvent associée à une 

neuroinflammation (De Souza et al., 2005 ; Thaler and Schwartz, 2010). Cependant, une 

caractérisation plus complète des mécanismes cellulaires impliqués seront nécessaires pour une 

meilleure compréhension de l'action de p62/SQSTM1, et potentiellement de l’autophagie, dans 

la régulation de la balance énergétique et le développement de l’obésité. En particulier, une 

quantification de marqueurs de l'autophagie, tels que LC3 et Atg7 au sein des neurones à POMC 

sera nécessaire ; ceci pouvant être associé à une quantification des marqueurs de 

l’inflammation, tels que NF-κB ou l’interleukine 1β (Duran et al., 2008 ; Meng and Cai, 2011 ; 

Lee et al., 2012) ainsi que des marqueurs de l’apoptose, tels que les caspases (Moscat and Diaz-

Meco, 2009), qui sont également connus pour être modulés par l’action de p62/SQSTM1. 

Qu’en est-il lorsque nous consommons un régime riche en graisses ? 

Nous savons que la délétion du gène Pomc entraîne le développement d’une obésité 

(Yaswen et al., 1999) et que la délétion du gène Mc4r provoque une obésité morbide et précoce 

(Krude et al., 1998), démontrant l’importance d’un système mélanocortine intact dans le 
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contrôle de la prise pondérale. De plus, de nombreuses études ont également montré de 

l’importance d’une voie de mTORC1 intacte dans les neurones à AgRP et à POMC dans la 

protection contre le développement d’une obésité (Mori et al., 2009 ; Kocalis et al., 2014 ; 

Smith et al., 2015 ; Caron et al., 2016). Nous avons dans un premier temps pu observer que 

l’absence de la protéine p62/SQSTM1, qui est notamment régulée par mTORC1, des neurones 

à POMC entraîne le développement d’une obésité chez des souris nourries en régime standard 

normocalorique. Lorsque ces souris étaient nourries par un régime riche en graisses pendant 

48h, nous avons observé une altération de la flexibilité métabolique, caractérisée par une 

diminution de la dépense énergétique couplé à un augmentation de la prise alimentaire. 

Cependant, une exposition chronique à un régime HFD n’accélère pas l’apparition de l’obésité. 

De plus, nos données préliminaires de souris nourries en régime HFD suggèrent des 

changements très précoces sur la capacité de la RAPA à moduler l’activité électrique ainsi que 

la transmission synaptique des neurones à POMC, mais également sur la modulation de la prise 

alimentaire lors d’un paradigme de « refeeding ». Ces données suggèrent que l’activité de la 

voie de mTORC1 et des neurones à POMC est très rapidement modulée par l’alimentation et 

que la durée de l’exposition à un tel changement alimentaire pourrait induire des modifications, 

notamment au niveau du recrutement de mTORC1 et de l’excitabilité des neurones à POMC, 

qui favoriseraient l’installation du phénotype obèse. 

 

 

De multiples études scientifiques sont consacrées à l'étude de la régulation de la balance 

énergétique, dans l’espoir d’identifier des mécanismes physiopathologiques, voire des agents 

pharmacologiques, pour lutter contre l'obésité. Nos données ont permis de mettre en exergue 

de nouveaux mécanismes d’action et de nouvelles interactions entre plusieurs acteurs 

importants dans le contrôle hypothalamique de la prise alimentaire. Notre étude remet en 

question les notions classiques sur la fonction des neurones à POMC dans la balance 

énergétique, en démontrant l’existence d’une hétérogénéité structurale, moléculaire et 

fonctionnelle de ces neurones hypothalamiques. Notre étude a également permis d’identifier les 

voies de signalisation de mTORC1 et l’ECS comme des acteurs fondamentaux et 

interconnectés, participant activement au contrôle fin de la régulation par les neurones à POMC 

de la prise alimentaire. De plus, nous avons également démontré l’importance de la protéine 

p62/SQSTM1 et de l’intégrité de neurones à POMC dans le maintien sur le long terme de 
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l’homéostasie énergétique. Au final, nos données offrent de nouvelles pistes d’étude dans la 

compréhension de la régulation de la balance énergétique et peut-être de nouvelles cibles pour 

le développement d’un traitement contre cette pandémie. 
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Abstract 

 

The hypothalamus is a brain structure with a key role in the regulation of food intake. 

Among the different neuronal populations of which it is composed, pro-opiomelanocortin 

(POMC) neurons are classically known to decrease food intake and body weight through the 

release of neuropeptides produced by the cleavage of POMC. Our study, through the use of 

genetic, pharmacological, electrophysiological and molecular approaches, challenges 

conventional notions about POMC neuron function in energy balance by showing that there are 

two functionally distinct POMC neuronal sub-populations, which increase or decrease food 

intake depending on which neurotransmitter they release, -aminobutyric acid (GABA) or 

glutamate. A third population capable of producing both GABA and glutamate has also been 

identified. The regulation of POMC GABAergic and glutamatergic neurons depends on the 

mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) pathway, which functions as a cellular 

energy sensor, and the endocannabinoid system (ECS), which regulates neurotransmitters 

release. In addition, we have also demonstrated through the use of a conditional knockout mice, 

the importance of the protein p62 or sequestrome 1 (p62/SQSTM1), which regulates mTORC1 

activity and autophagy, in POMC neurons for the regulation of energy homeostasis. Our data 

provide new insights on the molecular mechanisms involved in the regulation of energy 

balance. 

 

Key words: POMC neurons, mTORC1, ECS, neurotransmitters, food intake, refeeding, 

p62/SQSTM1, metabolism, hypothalamus, obesity 
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