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RESUME

Le développement de I’obésité et des maladies cardiovasculaires devient de plus en
plus un probléme important dans la population nord-américaine a cause surtout de
I’augmentation de la suralimentation. Par conséquent, il devient trés pertinent de
trouver des avenues préventives et thérapeutiques pour ces maladies. Une cible
thérapeutique intéressante semble €étre les hormones peptidiques gastro-intestinales
qui sont sécrétées par des cellules entéroendocrines retrouvées dans I’intestin,
I’estomac et le pancréas. Ces peptides jouent de nombreux roles, que ce soit sur
I’appétit, le métabolisme lipidique, I’inflammation, la résistance a ’insuline, etc. Un
de ces peptides, synthétisés principalement par I’estomac, est nommé la ghréline qui,
une fois liée a son récepteur au niveau du cerveau, augmente la sensation de faim et la
prise alimentaire. Cette hormone, que ce soit sous la forme octanoylée (GA) pouvant
se lier a son récepteur, ou sous la forme non octanoylée (GD), démontre un effet sur
le métabolisme lipidique dans le foie et les tissus adipeux ou il joue des réles
substantiels. De son cot€, le petit intestin s’illustre ces derniéres années par son
implication primordiale dans le développement des maladies cardiométaboliques. En
effet, son relargage exagéré de CMs dans les conditions postprandiales contribue a la
dyslipidémie et aux désordres cardiométaboliques. 1l serait donc intéressant de voir si
la GA peut agir sur son métabolisme lipidique, comme il le fait dans le foie et les
tissus adipeux. Pour ce faire, des cellules Caco-2/15 ont été employées pour examiner
I'impact de la GA sur le métabolisme lipidique de I’intestin. Aussi, pour avoir une
vision plus globale de leurs possibles effets sur le métabolisme des lipides, des
hamsters dorés syriens (sous une diéte témoin ou occidentale) ont subi un traitement
de GA pendant 2 semaines afin de disséquer ces effets sur le métabolisme intestinal
des lipides. Les résultats obtenus démontrent que la GA ne posséde pas d’effet en
périphérie sur le métabolisme lipidique des cellules Caco-2/15, mais, permet le
développement de I’obésité chez les animaux. En plus, ce développement est
accompagné d’une grande augmentation de TAGs et de CHOL dans le plasma a jeun,
principalement chez les animaux nourris d’une diéte riche en sucre et en lipides.
Aussi, la relation CMs/GLCs a bien été observée chez cet animal si on compare le
groupe sous une diéte témoin et occidentale. La GA, quant a elle, n’augmente pas la
sécrétion de CMs, mais diminue I’accumulation des GLCs, ce qui, étrangement,
empéche d’observer cette relation CMs/GLCs . Pour conclure, il n’avait jamais été
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démontré dans la littérature que la GA augmente la sévérité des dyslipidémies en plus
de diminuer I’accumulation lipidique dans le petit intestin. D’autres études sont
nécessaires pour déterminer par quel mécanisme la GA engendre ces résultats

Mots clés: Chylomicrons, intestin, gouttelettes lipidiques cytosoliques, obésité,
maladies cardiovasculaires, métabolisme des lipides, ghréline.



INTRODUCTION

La suralimentation et la sédentarité représentent des composantes centrales dans la
pandémie de I’obésité et des maladies métaboliques associées dans la population
nord-américaine. Ces désordres augmentent drastiquement le risque de développer
des maladies cardiovasculaires. Depuis plusieurs années, des efforts importants ont
été mis en place pour trouver un moyen de prévenir ou de traiter les maladies
cardiométaboliques. Une avenue thérapeutique privilégiée cible I’emploi de peptides
gastro-intestinaux sécrétés par les cellules entéroendocrines de I’intestin, 1’estomac et
le pancréas.(Xiao ef al., 2015) Certaines de ces hormones influencent le contrdle des
fonctions métaboliques compte tenu de leurs nombreux effets autocrines et
paracrines. En plus de leur réle dans le métabolisme, certaines d’entre elles sont
capables d’agir sur I’appétit en I’augmentant ou en la diminuant. Une de ces
hormones, nommée ghréline, se lie a son récepteur Growth Hormone Secretagogue
Receptor la: GHSRla dans I’hypothalamus et stimule la sensation de faim et
conséquemment la prise alimentaire (Kojima ef al, 1999). Si ce peptide est
biologiquement actif en se liant & son récepteur endogéne dans sa forme acylée, la
liaison de la forme désacylée, ne provoque pas I’effet orexigéne. Ces deux formes ont

de nombreux effets autres que leur role sur I’appétit. La ghréline acylée (GA) et
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désacylée (GD) ont toutes les deux démontré un impact direct en se liant ou non avec
son récepteur au niveau de certains organes, ou indirect en agissant sur le cerveau
pour intervenir dans le métabolisme des lipides du foie et des tissus adipeux
(Rodriguez et al., 2009y(Davies et al., 2009). Elles peuvent ainsi augmenter
I’accumulation des lipides dans ces tissus via la stimulation de la lipogenése de novo,
en régulant plusieurs facteurs de transcription et enzymes. Par contre, trés peu
d’information est disponible sur le métabolisme intestinal des lipides par les deux
formes de ghréline au niveau de I’intestin. Pourtant, si I’intestin a longtemps été
considéré comme un organe passif impliqué surtout dans 1’absorption des aliments
suite a leur digestion, il est important de constater que, depuis les dix derniéres
années, l’intestin joue un rdle primordial dans le développement des maladies
cardiovasculaires principalement grace a son pouvoir modulatoire de la formation et
de la sécrétion des lipoprotéines (Abumrad et Davidson, 2012). Les entérocytes, en
plus de transférer les lipides dans la circulation, peuvent les accumuler dans leur
cytosol pour produire des gouttelettes lipidiques cytosoliques (GLCs). Cette
régulation dans la formation des GLCs semble importante puisqu’elle pourrait
modifier la sécrétion des CMs et influencer les dyslipidémies postprandiales. Il serait
alors extrémement intéressant de déterminer si la ghréline agit sur la formation des
GLCs pour contrdler ces processus. L’objectif de ce mémoire consiste a élucider les
interactions entre les GLCs et les voies d’assemblage des CMs en réponse a 1’action
de la GA. A I’instar du foie et des tissus adipeux, on pourrait formuler 1’hypothése
que les deux formes de ghréline ont des actions sur le métabolisme lipidique dans
’intestin. Pour ce faire, des cellules Caco-2/15 représentant le petit intestin ont été
incubées avec de la GA pour explorer, suite a différentes techniques, si chacune
d’elles contribue & ces voies anaboliques de fagon similaire. Par ailleurs, afin
d’obtenir une vision plus globale de I’action de la ghréline dans des situations
physiopathologiques, le modéle des hamsters dorés syriens a été utilisé sous une diéte

riche en lipides et en sucre (mode occidental) et sous une alimentation réguliére.



CHAPITRE I

REVUE DE LA LITTERATURE

1.1  Informations générales sur le tube digestif

Le tractus gastro-intestinal est composé de plusieurs organes allant de la bouche a
’anus. On retrouve en premier lieu I’cesophage qui permet le passage des aliments
vers I’estomac ou les aliments sont digérés en milieu acide (pH entre 1,5 et 5)
permettant de former le chyme, un produit de transformation. Le chyme est par la
suite dirigé vers |’intestin gréle qui se compose du duodénum, jéjunum et iléon.
L’absorption de la plus grande partie des nutriments lipidiques se produit dans le
jéjunum alors que celle des sels biliaires est effectuée dans I’iléon. Les produits de la
digestion poursuivent leur trajectoire vers le cacum pour aboutir au colon ou se
déroule I’absorption de 1’eau, des vitamines et des minéraux. C’est également dans
cette portion du tractus gastro-intestinal (GI) que se produit I’empaquetage des féces
avant défécation. Les aliments finissent leur chemin au rectum pour étre finalement

expulsés (Shahid et Nunhuck, 2007) (Figure 1).
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Estomac
Duodénum

Jéjunum
{iéon

Ceecum
Colon

Rectum

Figure 1.1 Anatomie du tube digestif. Les aliments passent en premier lieu
dans ’cesophage pour étre ensuite traités dans 1’estomac et par différents segments
intestinaux. La trajectoire se continue jusqu’au rectum pour I’excrétion des féces.

Image adaptée de B.Wright, et al. 2000 (Wright, 2000).

La paroi du tractus gastro-intestinal est composée de 4 couches : la muqueuse, la
sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est de son coté composée
de I’épithélium, la lamia propia et la couche musculaire. Dans le petit intestin, ¢’est
dans la muqueuse que l’on retrouve des plis circulaires, les villosités et les
microvillosités. Ces derniers augmentent considérablement la surface d’absorption,
permettant au chyme de se diriger en spirale et non en ligne droite vers le petit

intestin alors que les villosités et leurs microvillosités facilitent 1’absorption des
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nutriments pour finalement les livrer & la circulation qui les distribuera aux différents

organes périphériques.

La couche épithéliale joue un réle de protection tout en favorisant 1’absorption et la
sécrétion des nutriments. La lamia propria est, quant a elle, majoritairement
composée de vaisseaux sanguins et lymphatiques qui aident au passage et transport
des nutriments aux autres organes. La couche musculaire est finement composée de
muscles lisses qui permettent, principalement & 1’estomac et au petit intestin,

d’augmenter ’aire de digestion et d’absorption.

La sous-muqueuse, située entre la muqueuse et la musculeuse, posséde plusieurs
vaisseaux sanguins et lymphatiques en plus d’un grand réseau de neurones. La
musculeuse s’étale de la bouche a I’cesophage, aux muscles squelettiques
responsables de la déglutition et aux muscles lisses dont les contractions
involontaires propulsent les aliments dans le tractus gastro-intestinal en plus de les
brasser avec le jus gastrique. Finalement, la couche externe ou séreuse fonctionne
comme support et est composée d’un tissu conjonctif aréolaire et d’un simple

épithélium squameux (Figure 2) (Tortora et Derrickson, 2014).
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Figure 1.2 Démonstration des 4 couches qui composent le tractus gastro-
intestinal : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. Image

empruntée de B.Derrickson, et al. (2012)(Tortora et Derrickson, 2014).

Plusieurs types de cellules sont observés dans I’épithélium du petit intestin. Les
cellules absorptives ou entérocytes sont les plus nombreuses, dont la fonction est
dédiée a I’absorption des nutriments, comme mentionné précédemment. De leur c6té,
les cellules a gobelets produisent le mucus alors que les cellules de Paneth sécrétent
des protéines de défense, comme les lysozymes, servant a lutter contre I’invasion
microbienne. Finalement, les cellules entéro-endocrines, comme les cellules L ou
X/A, fournissent les hormones ou peptides gastro-intestinaux. Au fond des cryptes,
on retrouve les cellules souches et progénitrices (Figure 3)(Tortora et Derrickson,

2014).
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B
e
T_
Figure 1.3 Composition cellulaire de [D’épithélium du petit intestin.
L’épithélium est formé de nombreux types de cellules ayant des rdles trés différents,

passant de cellules absorptives & des cellules entéroendocrines et immunitaires.

Image empruntée de Carulli, e al (2014) (Carulli, Samuelson et Schnell, 2014).
1.2 Les lipides et leur trajet jusqu’a leur sécrétion en chylomicrons

Le tractus gastro-intestinal est un systéme trés complexe qui permet 1’absorption des
différents types d’aliments ingérés. Comme il a été démontré, il est composé de
nombreuses sections et de nombreux types de cellules jouant toutes des roles trés
différents. La prochaine section expliquera le traitement des lipides dans le tractus
gastro-intestinal, I’entrée des acides gras dans les entérocytes, ainsi que les

mécanismes jusqu’a leur sécrétion en CMs.
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1.2.1 Digestion des lipides jusqu’a leur entrée dans la cellule

Dans une diéte occidentale normale, environ 30 & 40% des calories proviennent des
lipides composés de 3 classes principales ; les triacylglycérols (TAGs), les
phospholipides (PLs) et le cholestérol (CHOL). Les TAGs sont de loin les plus
abondants dans I’alimentation, constituant environ 92 a4 96% des graisses alimentaires
(Wilson et Rudel, 1994). Quant au CHOL dans la lumiére intestinale, il provient
majoritairement de sa conversion en acide biliaire dans le foie (Wilson et Rudel,
1994). Les TAGs et les PLs sont formés a partir d’acides gras (AGs) de différentes
longueurs, répartis en 3 catégories : les AG a chaines courtes (2 a 4 carbones), les AG
a chaines moyennes (5 & 12 carbones) et les AG a chaines longues (plus de 12

carbones). Le cholestérol peut se retrouver sous forme libre ou estérifiée 4 un AG.

Lorsque les TAGs sont ingérés, une partie d’entre eux sont en premier lieu hydrolysés
dans I’estomac grace a la lipase gastrique (Moreau et al., 1988). Par la suite, ils sont
hydrolysés par la lipase pancréatique dans le duodénum, dégradant environ 70-75%
des TAGs et des diacylglycérols (DAGs) (Hofmann et Borgstrom, 1963). Ces actions
enzymatiques engendrent pour un TAG, 2 AGs non estérifiés et 1 molécule de 2-
monocylglycérol, ce qui permet aux produits de la digestion de devenir moins
hydrophobes (Pan et Hussain, 2012) en vue de la formation des micelles dans la
lumiere du duodénum et du jéjunum proximal en combinaison avec les PLs (Murota
et Storch, 2005). Ces PLs proviennent a la fois de I’alimentation et de la bile, et
subissent une décomposition par la phospholipase pancréatique A2 en acide gras et
lysophosphatidylcholine (Abumrad et Davidson, 2012). En fin de compte, les
produits de la digestion lipidique, favorisés par la présence des micelles, peuvent
désormais étre absorbés majoritairement par les cellules intestinales du jéjunum

(Klippert, Borm et Noordhoek, 1982).
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1.2.2 Entrée des lipides dans I’entérocyte

1.2.5

Les lipides peuvent pénétrer dans la cellule intestinale (entérocyte) soit par diffusion
passive ou transport facilité (Murota et Storch, 2005). L’entrée par diffusion passive
est causée par un gradient de concentration engendré par la grande quantité de lipides
alimentaires retrouvés dans la lumiére de l’intestin (Veerkamp et al, 1993).
Cependant, c’est un procédé qui est trés lent et ne permet pas une entrée de lipides
suffisante pour les besoins métaboliques de la cellule (Alpers et al., 2000). A cause de
ces contraintes, le transport facilité devient indispensable et est principalement causé
par des protéines transporteuses nommées CD36 et FATP 4 (Stahl et al., 1999). Une
fois dans la cellule, les acides gras doivent nécessairement €tre transportés par des
protéines de la membrane microvillositaire vers différentes organelles spécifiques,
majoritairement le réticulum endoplasmique (RE). Ces protéines sont : Intestinal fatty
acid binding protein (I-FABP) et liver intestinal fatty acid binding protein (L-
FABP). Les premiéres transportent majoritairement les AGs non-estérifiés vers les
mitochondries pour la B oxydation alors que la seconde classe favorise plutét un

envoi vers le RE pour la syntheése de TAGs (Bass, 1985).

Pour la synthése du TAG dans la cellule, les AGs non-estérifiés doivent étre
premiérement transformés en dérivé par les acyl-CoA synthetase long-chain family
member 3 et 5 (ACSL 3 et 5) (Ellis et al., 2010). Ensuite, ils sont estérifiés par les
enzymes monoacylglycérol acyltransférases 2 et 3 (MGAT 2 et 3) et diacylglycérol
O-acyltransférases 1 e t 2 (DAGT]1 et 2) d’abord en DAGs puis en TAG (Cheng et
al., 2003) . A cet instant, les TAGs peuvent se diriger vers le cytosol et étre
accumulés en GLCs ou aller vers la lumiére du RE pour former les chylomicrons

(CMs) qui seront véhiculés a la circulation.

Assemblage et sécrétion des chylomicrons.

Les CM sont des lipoprotéines de petite densité (0.95 g/ml) comprenant un noyau

lipidique neutre majoritairement composé de TAGs (~90%) avec de légéres quantités



23

de cholesterol ester (CE), entourés de PLs et cholesterol (CHOL), avec une protéine
connue sous le nom d’apolipoprotéine B-48 (ApoB-48) et d’autres Apo A-I, Apo A-
IV et apo CIII (Demignot, Beilstein et Morel, 2014). Avant de devenir des CMs
matures, ces lipoprotéines doivent en premier lieu étre formées en pré-CMs. La
formation des pré-CMs nécessite absolument 2 protéines soit, 1'ApoB-48 et
le microsomal triglyceride transfer protein (MTTP). L’ ApoB-48 est une protéine
structurale conditionnant la formation du CM, alors que le MTTP orchestre
I’assemblage des lipides et surtout 1’apo B-48 en dirigeant les lipides neutres de la
bicouche du RE a I’Apo B-48, a I’intérieur du RE (Abumrad et Davidson, 2012).
Apres cette étape, les pré-CMs sont transportés du RE au Golgi par la vésicule de
transport du pré-CM (PCTV). Cette vésicule est composée de coat protein II, de
I’ApoB-48, du cluster of differentiation 36 (CD36), de la L-FABP, et de la vesicle-
associated membrane protein 7 (VAMPT) (Mansbach et Siddiqi, 2010). L-FABP va
permettre la synthése du PCTV et son bourgeonnement hors du RE. Ce processus est
initié par la phosphorylation d’une protéine nommée Sarlb (Siddiqi et Mansbach,
2012). Rendu a I’extérieur du RE, VAMP7 permet la fusion du PCTV au cis-Golgi
(Mansbach et Siddiqi, 2010). Dans le Golgi, I’apolipoprotéine A-1 (apoA-1) est
incorporée dans la particule de CM pendant que 1’ ApoB-48 est glycolysée. Les CMs
matures sont finalement transférés dans des vésicules a partir du trans-Golgi a la
membrane basolatérale. Suite a la fusion de leur membrane, le CM est libéré hors de
I’entérocyte pour se diriger vers la lymphe, et de 13, a la circulation sanguine. (Pan et

Hussain, 2012). (Figure 4, partie sur les acides gras libres)
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Figure 1.4 Transport et sécrétion des triglycérides et du cholestérol dans les
entérocytes. Les acides gras libres peuvent rentrer de différentes fagons dans
I’entérocyte pour ensuite étre transportés par I-FABP et L-FABP dans le RE. Une fois
estérifiés par les DGAT1 et DGAT2, ils deviennent les précurseurs des CMs grace au
MTTP et a I’ApoB-48. Les CMs sont alors dirigés vers le Golgi pour devenir un
chylomicron mature et étre sécrété a 1’extérieur de la cellule pour se rendre a la

circulation. Image prise de Dash, ef al. (2015) (Dash et al., 2015).
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1.2.4 Le métabolisme des chylomicrons dans la circulation

Dans la circulation, les CMs acquiérent différentes apolipoprotéines (C-II, C-III et E)
indispensables a leur métabolisme (Cohn, Marcoux et Davignon, 1999 ; Xiao et al.,
2011). Par exemple, I’Apo C-II est important pour I’hydrolyse des CMs en étant
’activateur de la lipoprotéine lipase. La dégradation des TAGs conduit a la formation
des résidus de CMs et des AGs (Adiels ez al., 2012 ; Hassing et al., 2012). Les
résidus de CMs, présentant un risque athérogénique, sont retirés de la circulation par
le foie grice a I’apo E, alors que les AGs libres sont captés par différents organes
comme le muscle squelettique, comme source d’énergie, et les tissus adipeux pour

étre accumulés (Figure 5).
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Figure 1.5 Métabolisme des chylomicrons dans la circulation sanguine. Une
fois dans la circulation, les CMs regoivent différentes apolipoprotéines comme 1’apo

C-II, pour stimuler la lipoprotéine lipase (LPL), permettant ainsi la dégradation des
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TAG et la formation des résidus des CM. Ces derniers sont subséquemment €liminés
par le foie tandis que les acides gras libres sont soit utilisés par les organes
périphériques, soit accumulés dans le tissu adipeux. Adaptée de Yu, ef al. (2001) (Yu
et Cooper, 2001).

1.3 Les gouttelettes lipidiques dans I’intestin

Lorsque les TAGs se retrouvent dans la bicouche lipidique du RE, ils peuvent aller
soit dans la lumiére du RE pour la formation des CMs ou vers le cytosol pour leur
accumulation sous forme de GLCs, qui sont trés importants pour I’organisme. La
prochaine partie va expliquer en détail leur mécanisme de formation et de lipolyse

ainsi que leurs différentes incidence sur leur fonction de I’intestin.

Informations générales sur les gouttelettes lipidiques

Les GLCs sont composées d’un noyau de TAGs et de CHOL ester, entourés par une
monocouche de PLs contenant trés peu de protéines et molécules de CHOL libre
(Hashemi et Goodman, 2015) (Figure 6). Les GLCs peuvent étre accumulées dans
I’intestin, mais aussi dans de nombreux autres tissus comme le foie, les muscles
squelettiques, le cortex corticosurrénal, les macrophages, les glandes mammaires et
les tissus adipeux (Walther et Farese, 2012). Dans l’intestin, elles se retrouvent
majoritairement dans le jéjunum, mais leur présence a aussi été rapportée en nombre
et taille décroissants dans la partie distale du petit intestin (Zhu et al., 2009). La
composition en AGs des GLCs dans les entérocytes est trés semblable a la diéte de
I’hote (Seyer et al., 2013). L’abétalipoprotéinémie (Berriot-Varoqueaux ef al., 2000),
I’hypobétalipoprotéinémie (Bouma ez al., 1986) et la maladie de rétention des CMs
(Okada et al., 2011) sont les trois seules maladies engendrant une accumulation de
gouttelettes lipidiques dans I’intestin. Cette observation, dans les deux premiers cas,

serait causée par une inhibition de la sécrétion de CM.
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Figure 1.6 Anatomie de la gouttelette lipidique. La gouttelette lipidique est
majoritairement formée de TAGs entourés d’une couche de phospholipides et de

différentes protéines. Image prise de V Farese, ef al. (2009) (Farese et Walther, 2009)

Ces gouttelettes lipidiques sont formées par le regroupement de lipides neutres dans
la région hydrophobe entre les deux feuillets de la membrane du RE (Athenstaedt et
Daum, 2006). Comme il a été dit précédemment, les lipides neutres sont synthétisés
en TAGs dans cette région par DGAT1 et DGAT2. Les TAGs de DGATI1 sont
directement transformés en CMs tandis que les TAGs de DGAT?2 sont en fait plutot
accumulés en GLCs (Niot ef al, 2009). Quand cette accumulation méne a une
certaine grosseur, les TAGs bourgeonnent hors du RE pour former des gouttelettes
lipidiques (GL)s naissantes (Figure 7) (Ohsaki ef al., 2009). Les GLs du lumen ne
possédent pas d’ApoB-48 et permettent de stabiliser les pré-CMs dans la lumiére du
RE avec l'aide des PLs (Demignot, Beilstein et Morel, 2014). L’hydrolyse et la
réestérification de ces GLs servent aussi a fournir des lipides nécessaires a

I’expansion et I’assemblage des CMs (Lehner, Lian et Quiroga, 2012).
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Figure 1.7 Bourgeonnement de la gouttelette lipidique dans le cytosol. Les
TAGs dans la bicouche du RE bourgeonnent hors de cette organelle pour aller dans le

cytosol de la cellule. Adaptée de Robonek, ef al. (2004) (Robenek et al., 2004).

Les lipides s’accumulent majoritairement en GLCs qui sont composées d’environ 180
protéines (D'Aquila ez al., 2015). De ces protéines, les plus abondantes et importantes
sont les périlipines (PLINs) (Sztalryd et Kimmel, 2014)(Sztalryd et Kimmel,
2014)(Sztalryd et Kimmel, 2014)(Sztalryd et Kimmel, 2014)(Sztalryd et Kimmel,
2014). Ces protéines couvrent les gouttelettes lipidiques, ce qui leur permet de réguler
leur synthése et hydrolyse. Dans I’intestin, il en existe deux ; les PLIN-2 et 3 qui
sembleraient jouer des réles distincts. En effet, la PLIN-2 est prédominante lorsqu’il
y a une grande ingestion de lipides et la PLIN-3 en présence de peu de lipides

alimentaires (Lee ef al., 2009).

Hypertrophie des gouttelettes lipidiques

Le grossissement des GLCs peut étre régulé de deux fagons, soit par la synthése
directe de TAG ou par fusion des GLCs. En fait, la synthése de TAG peut se produire
directement sur la surface des GLCs griace a la présence d’ACSL-3 et 5 ainsi que
MGAT-2. Aussi, ces gouttelettes peuvent s’associer a DGAT2 pour catalyser la

conversion des molécules de DAG en TAG, qui leur sont directement injectées dans



29

les GLCs (Kuerschner, Moessinger et Thiele, 2008). Pendant leur expansion, les GLs
ont besoin d’interagir étroitement avec le RE pour accumuler une quantité de lipides
suffisante. Il est démontré que la fatty acid -transport protein 1 (FATP1) et DGAT2
constituent les deux protéines importantes pour I’interaction entre les GLs et le RE.
En effet, cette interaction engendre la synthése d’acyl-CoA dans le RE ainsi que la
synthése de TAGs a la surface des GLs, ce qui permet aux TAGs d’étre insérés dans
les GLs. Aussi, la relocalisation de ces protéines est importante pour la croissance et
I’expansion des GLs puisque cette absence contribue a la formation de petites
gouttelettes. Une autre protéine du nom de seipin peut également réguler le contact
entre le RE et les GLCs. En effet, la délétion de seipin dans des cellules du carcinome
épithélial humain (A431) empéche le transport de protéines et lipides du RE aux
GLCs, ce qui n’empéche pas leur formation, mais limite complétement leur

croissance (Salo ef al., 2016).

Quant a la fusion des gouttelettes, elle est effectuée par des protéines Cell death—
inducing DNA fragmentation factor 45-like effector (CIDE). On y retrouve Cidea,
Cideb et Cidec/Fsp27. Ces protéines peuvent former des pores dans les jonctions
entre les GLCs, ce qui favorise le transport des lipides d’une gouttelette a une autre
(Figure 8)(Kuerschner, Moessinger et Thiele, 2008). La croissance des GLCs
nécessite aussi une addition de phospholipides pour faire grossir la monocouche des
gouttelettes et ainsi empécher leur coalescence (Krahmer et al, 2011). Cette
régulation est causée par les lysophosphatidylcholine acyltransférases 2 et 3

retrouvées a la surface (Moessinger et al., 2014).
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Neutral lipid

Figure 1.8 Fusion des gouttelettes lipidiques grace a Cidec/Fsp27. Les GLCs
peuvent fusionner grace a la formation d’un pont entre les deux gouttelettes, produit
par la protéine Fsp27. Adaptée de Zu, et al. (2012) (Xu, Zhou et Li, 2012)

Hydrolyse des gouttelettes lipidiques

Finalement, les GLCs sont hydrolysées par I’ Adipose triglyceride lipase (ATGL)
pour former des DAGs et AGs non-estérifiés. Ces DAGs peuvent étre encore
hydrolysés par I’ hormone sensitive lipase (HSL) et les MGATs en MAG, AGs non-
estérifiés et glycérol (Lass ef al., 2011). Avant d’engendrer la lipolyse, I’ATGL doit
étre activé sur son domaine N-Terminal (Sahu-Osen et al., 2015). Cette activation est
engendrée par la protéine Comparative gene identification-58 (CGI-58) aprés sa
phosphorylation par la protéine kinase a (PKA) (Figure 9). La mutation de CGI-58
engendre le syndrome de Chanarin-Dorfman qui cause une accumulation ainsi qu’une
hypertrophie massive des GLCs (Yamaguchi et Osumi, 2009). Cet effet a été rapporté
dans tous les entérocytes avec une accumulation particuliérement plus importante
dans la partie proximale du petit intestin. Une fois hydrolysées, les différentes
molécules produites peuvent retourner au RE pour étre retransformées en TAGs et

étre réutilisées pour la formation des CMs et GLCs, pour servir d’oxydation dans les
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mitochondries ou utilisées pour la synthése d’autres lipides (Storch, Zhou et Lagakos,

2008 ; Windmueller et Spaeth, 1978 ; Zhu et al., 2009).

Basale Lipolyse

HSL

>3

Figure 1.9 Processus de lipolyse des gouttelettes lipidiques dans les tissus
adipeux. Durant la lipolyse, la PKA active CGI-58 qui, & son tour, active ATGL,
responsable de la lipolyse des TAGs. Les TAGs deviennent donc des DAGs + acides
gras libres. Finalement, les DAGs sont une autre fois lipolysés par HSL pour devenir
des MAGs + acides gras. Adaptée de Granneman, et al. (2007) (Granneman ef al.,
2007).

Il est aussi suggéré que les GLCs constituent une cible pour I’autophagie, un
processus ou le contenu cellulaire est compartimenté pour la rupture ainsi que le
recyclage de biomolécules (Klionsky, 2007 ; Levine et Klionsky, 2004). Un défaut
dans ce processus est associé a une accumulation de protéines dysfonctionnelles qui
altérent les fonctions des cellules et causent la mort cellulaire. Dans I’intestin, il a été
démontré que les autophagosomes capturent les GLCs grice & une réponse

autophagique causée par les lipides ingérés (Khaldoun ef al., 2014). Cette réponse
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cible les GLCs pour les diriger vers les lysosomes. L’inhibition de cette autophagie
dans I’intestin, ou plutdt lipophagie, augmente I’accumulation de TAGs et de CEs, ce
qui peut diminuer la sécrétion de CMs et les lipoprotéines de hautes densités (HDL).
Contrairement & ce qui a été mentionné précédemment dans le foie, le systéme de
lipidation LC3 (marqueur autophagique) semble nécessaire a la production de GLCs
(Shibata et al., 2009). Ceci est validé par de souris déficientes en autophagie qui sont

incapables d’accumuler des GLCs dans des conditions de jeiine.

Régulation des gouttelettes lipidiques

Un grand nombre de régulateurs des GLCs ont été découverts dans I’intestin, mais
seulement quelques-uns seront présentés. Ils appartiennent a plusieurs catégories :
régulation par I’alimentation, des facteurs de transcriptions, des peptides gastro-

intestinaux et d’autres protéines (Table I).

Alimentation

Différents aliments ingérés et certaines diétes ont été démontrés comme ayant une
influence sur la formation des GLCs dans I’intestin. En effet, une diéte riche en gras
chez des souris cause une diminution du taux de sécrétion de TAGs, mais augmente
grandement 1’entreposage des TAGs en GLCs dans le petit intestin. Ces lipides sont
largement libérés aprés un jetine de 6 heures (Douglass et al., 2012). Aussi, le glucose
provenant de I’alimentation mobilise les TAGs emmagasinés dans les GLCs au
niveau intestinal provenant des repas antérieurs, ce qui a pour effet d’augmenter
substantiellement la sécrétion de CMs (Robertson ef al., 2003). De fagon similaire au
glucose, une exposition orale au gras provoque de fagon trés rapide une sécrétion de
CMs a partir des GLCs déja en réserve dans I’intestin pour laisser de la place aux

lipides qui sont en chemin (Chavez-Jauregui, Mattes et Parks, 2010).
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Facteurs de transcription

Liver x receptor a (LXRa) est un facteur de transcription qui cible différents génes
importants dans le métabolisme du cholestérol et se retrouve dans de nombreux
tissus importants dans le métabolisme des lipides comme le foie, les tissus adipeux et
I’intestin (Moschetta, 2015). Son activation favorise le transport inverse du
cholestérol et inhibe 1’absorption du cholestérol. Dans I’intestin, une surexpression de
LXRa retarde le transport des lipides de ’alimentation vers la circulation (Cruz-
Garcia et Schlegel, 2014). Aussi, il a été découvert que LXRa induit I’expression de
la machinerie cellulaire qui contribue a I’augmentation de la formation des GLCs en
dirigeant les lipides vers ces GLCs plutot que vers les CMs (Kassan et al., 2013). Le
LXRa cible ACSL3 causant ainsi sa surexpression, ce qui augmente la formation des

GLCs en détournant les lipides absorbés.

Le peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR-a) est un autre facteur de
transcription retrouvé en bonne quantité dans I’intestin, modulant le métabolisme des
TAGs (Grygiel-Gorniak, 2014). Il a été démontré que des agonistes de PPARa
réduisent la sécrétion des CMs postprandiaux (Kimura et al., 2013). Par ailleurs, le
PPAR-a diminue I’accumulation des lipides en GLCs et leur sécrétion en CMs par la
voie de I’oxydation des AGs (Kimura et al., 2013 ; Salehi et Khazaei, 2012). En effet,
certains produits comme le fenofibrate et ’acide docosahexaénoique augmentent
I’oxydation des acides gras chez des souris soumises & une diéte riche en gras

diminuent la formation des GLCs et la sécrétion des CMs.

Certaines protéines qui régulent la formation des tumeurs contrélent la formation des
GLCs et leur hypertrophie. Certains cancers comme celui du c6lon nécessitent une
grande quantité d’énergie pour leur croissance. Il est proposé qu’une augmentation de
la quantité de GLCs et simultanément leur croissance, permettent de satisfaire a leur
besoin durant le développement tumoral (Tirinato et al., 2015). Le Forkhead box O3

(FOXO03) est un facteur de transcription qui inhibe la croissance des tumeurs en
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activant un inhibiteur du cycle cellulaire p26kip (Brunet et al, 2004). En plus,
FOXO3 peut diminuer la grosseur des GLCs. Cet effet a été confirmé par des souris
déficientes en FOXO3, qui présentent une augmentation de la densité des GLCs, de la
quantité de PLIN-2 et du métabolisme des lipides (Qi ef al, 2013). En plus, le
FOXO03 augmente I’expression de sirtuine-6 (SIRT6) dans des cellules coloniques,

baissant ainsi I’accumulation des lipides.
Peptides gastro-intestinaux

Les peptides gastro-intestinaux sont aussi de possibles régulateurs de plusieurs
processus intestinaux et périphériques. Parmi eux, la leptine, le glucagon-like peptide
2 (GLP-2) et la neurotensine sont les 3 peptides capables d’agir sur la formation des

gouttelettes lipidiques.

La leptine, majoritairement produite par les tissus adipeux, est considérée comme un
peptide gastrointestinal car elle est aussi formée par I’estomac (Bado et al., 1998).
Elle a montré son potentiel a réduire la sécrétion de lipoprotéines dans les cellules
intestinales Caco-2/15 (Stan et al., 2001). La diminution de cette sécrétion est entre
autres causée par la réduction de la synthése d’ApoA-IV (Doi et al., 2001). La leptine
exerce également un effet sur le MTTP puisque 1’absence du récepteur de la leptine
diminue I’expression de MTTP (Igbal ef al., 2010). Finalement, des cellules IEC-6
exhibent une accumulation des GLCs grice a I’induction de la voie signalétique
impliquant le mTOR chez les mammiféres et orchestrée par la leptine (Fazolini ez al.,

2015).

Le GLP-2 est sécrété par les cellules L de l'intestin, qui sont majoritairement
retrouvées dans 1’épithélium du jéjunum (Baggio et Drucker, 2007),. Chez des
hamsters, le GLP-2 augmente I’absorption intestinale des lipides en activant la
captation des produits digestifs via I’induction de 'activité de CD36 (Hsieh ef al,

2009). Il augmente aussi la concentration postprandiale de TAGs et des AGs libres
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dans la circulation, indiquant un accroissement de la sécrétion des CMs (Meier ez al.,
2006). Le GLP-2 peut également exporter les GLCs ainsi que les lipoprotéines
accumulées dans I’intestin (Dash ef al., 2014). Cette mobilisation est causée par le
systéme d’oxyde nitrique capable de réguler la synthése d’ApoB-48 et le MTTP. Des
souris possédant une déficience du systéme d’oxyde nitrique endothélial ne peuvent
pas subir la promotion de la sé€crétion des CMs par le GLP-2, mais qui peut étre
récupérée par I’ajout d’un donneur de NO (Oxyde nitrique), indiquant un réle
important de ce systéme dans I’expulsion des lipides accumulés dans I’intestin en

réponse au GLP-2.

La neurotensine est un peptide majoritairement retrouvé dans les cellules
entéroendocrines N de l’intestin (Kitabgi, Carraway et Leeman, 1976). Il a été
premieérement démontré que ’injection intrapéritonéale de neurotensine augmente la
concentration de TAGs dans le plasma, suggérant la stimulation de I’export des CMs
(Piatek et al, 2005). De fagon concordante, il fut démontré que des souris

- ont une diminution de la stéatose hépatique, de la concentration de

neurotensine
TAGs dans le foie et de lipides dans le tissu adipeux épididymal (Li ez al., 2016).
L’ensemble de ces résultats seraient associé a un déclin de I’absorption des graisses
alimentaires par le petit intestin. Néanmoins, cet effet négatif peut étre annulé par
I’administration de neurotensine. Les souris neurotensine *~ possédent moins de GLC
dont la taille est manifestement réduite dans la partie proximale du petit intestin suite
a un gavage avec I’huile d’olive. L’incubation de neutorensine dans les cellules
intestinales épithéliales de rat (RIE-1) augmente aussi |’absorption des acides gras (Li
et al., 2016). Cet effet serait causé par la suppression de Calcium/Calmodulin
Dependent Protein Kinase 2 médié par la phosphorylation de I’AMP-activated protein

kinase (AMPK) par les récepteurs des neurotensines 1 et 3.

Autres protéines régulant la formation des GLCs
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La superoxyde dismutase 1 est une protéine qui joue un rdle important dans la
protection contre les espéces réactives de 1’oxygéne (Fridovich, 1995). Des souris ne
possédant pas cette protéine exhibent une malabsorption intestinale des nutriments
(Kurahashi ef al., 2012). Ces souris possédent un niveau élevé de GLCs indiquant un
dysfonctionnement de la sécrétion des CMs, causé par I’inhibition de 1’activité de

MTTP, en plus d’une sensibilité exagérée de I’ ApoB au dommage oxydatif.

La spastin est une protéine des microtubules, appartenant a la famille de /’A7Pase
associated with diverse cellular activity (AAA), capable d’exercer une influence sur
la formation des GLCs (Errico, Ballabio et Rugarli, 2002 ; Evans ef al., 2005). Une
de ses isoformes, spastin-M1, cible les GLCs et se co-localise & leur surface. La
colocalisation de spastin-M1 et d’un peptide marqueur de lipides déposés dans les
pré-GLs suggere qu’il est transporté du RE aux GLCs par un mécanisme semblable a
celui de I’acide oléique (Papadopoulos ez al., 2015). Dans les cellules intestinales de
C.elegans, la diminution de la régulation de spastin-M1 contribue a une diminution
de la grosseur des GLCs, montrant clairement un rdle de cette protéine dans la

formation des GLCs. (Papadopoulos et al., 2015)

Tableau 1.1 Effets des régulateurs des GLCs a la fois sur leur formation ainsi que

sur la sécrétion des CMs

Régulateurs Effets sur la Effets sur la Références
sécrétion des CMs | formation des GLCs
Résistance a Augmente la Réduit (Federico et al., 2006
I’insuline sécrétion des CMs I’accumulation des | ; Haidari et al., 2002 ;
GLCs Lewis et al., 2005),
(Zoltowska et al.,
2003)
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Jat globule epidermal

sécrétion des CMs

AMPK Réduit la sécrétion Augmente (Lee et al.,
des CMs I’accumulation des | 2014),(Harmel ez al.,
GLCs 2014)
Spastin - Augmente la grosseur | (Errico, Ballabio et
des GLCs Rugarli, 2002 ; Evans
etal., 2005,
Papadopoulos et al.,
2015 ; Roll-Mecak et
Vale, 2005),
(Wiggins et Gibbons,
1992)
FOXO03 - Diminue la grosseur | (Huangefal., 2012 ;
et I’accumulation des Qietal, 2013 ;
GLCs Zhang et al., 2012)
Integrin ligand milk Augmente la Réduit (Khalifeh-Soltani et

1’accumulation des

al., 2016),(Obrowsky

sécrétion des CMs

growth factorlike 8 GLCs etal. 2013 ; Xie et
al.,2014)
GLP-2 Augmente la Réduit (Hsieh et al,
sécrétion des CMs I’accumulation des 2009),(Dash et al.,
GLCs 2014), (Hsieh et al.,
2015)
Neurotensine Augmente la Augmente (Lietal, 2016),

I’accumulation des
GLCs

(Piatek et al., 2005)




38

Leptine Réduit la sécrétion Augmente (Fazolini et al., 2015)
des CMs I’accumulation des
GLCs
LxRa Réduit la sécrétion Augmente (Cruz-Garcia et
des CMs I’accumulation des Schlegel,
GLCs 2014),(Kassan et al.,
2013)
Diéte riche en gras Réduit la sécrétion Augmente (Douglass et al.,
induisant I’obésité des CMs ’accumulation des 2012)
GLCs
Diéte riche en Augmente la Réduit (Robertson et al.,

glucose sécrétion des CMs I’accumulation des 2003),(Chavez-
GLCs Jauregui, Mattes et
Parks, 2010)
PPAR« Réduit la sécrétion Réduit (Grygiel-Gorniak,
des CMs I’accumulation des | 2014),(Kimura et al.,
GLCs 2013 ; Salehi et
Khazaei, 2012)
Firmicutes Augmente la Augmente (Semova et al., 2012)

sécrétion des CMs

I’accumulation des
GLCs

Superoxide dismutase
1

Augmente la

sécrétion des CMs

Réduit
I’accumulation des

GLCs

(Kurahashi et al.,
2012)
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factor 4 alpha

sécrétion des CMs

I’accumulation des

Nocturnine Augmente la Réduit (Douris et al., 2011)
sécrétion des CMs I’accumulation des
GLCs
Hepatocyte nuclear Augmente la Augmente (Carriere et al., 2005

; Frochot et al., 2012)

sécrétion des CMs

I’accumulation des
GLCs

GLCs
Hedgehog Augmente la Réduit (Buhman et al., 2004
sécrétion des CMs I’accumulation des ; Wang et al., 2002)

GLCs
CD36 Augmente la Réduit (Drover et al., 2005)

1.3.5 Roles des gouttelettes lipidiques

Les gouttelettes lipidiques sont contr6lées par de nombreux mécanismes et jouent de

nombreux roles. Leur fonction principale dans [’intestin est de contribuer a

I’élaboration et la libération des CMs, via un mécanisme d’hydrolyse et de

réestérification de TAGs, favorisant la formation des GLCs qui, subséquemment,

subissent une lipolyse en faveur de I’estérification des TAGs a la membrane du RE en

faveur de I’assemblage des CMs (Gibbons, Islam et Pease, 2000). Ce mécanisme peut

aussi convertir les TAGs en d’autres lipides en vue d’autres fonctions telles que la

synthése de phospholipides requises pour la manufacture de la membrane cellulaire

(Figure 10) (Wiggins et Gibbons, 1992). Une des raisons principales pour lesquelles

la régulation des GLs est centrale par I’augmentation de la disponibilité des lipides et

la capacité de produire/sécréter les CMs (Tomkin et Owens, 2001).
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Figure 1.10 Hydrolyse/réestérification des gouttelettes lipidiques dans le
cytosol. Les GLCs dans le cytosol peuvent étre sujet & une hydrolyse/réestérification
ou les TAGs provenant de cette hydrolyse retournent dans le RE pour étre sécrétés en

CMs. Adaptée de Demigot, et al. (2013) (Demignot, Beilstein et Morel, 2014)

Un autre role important des GLCs est de protéger les cellules d’une lipotoxicité des
acides gras et lipides grace a I’estérification et I’entreposage d’espéces lipidiques
possiblement nocives (Maxfield et Tabas, 2005). En fait, les GLCs ont été
démontrées comme pouvant tamponner les concentrations excessives de différents
AGs capables de conduire a la mort cellulaire. Dans les hépatocytes, on retrouve un
mécanisme de protection par les GLCs, engendré par une hétérogénéité des cellules
(Herms et al., 2013), car certaines de ces derniéres ont tendance & accumuler une plus
grande quantité de GLCs pour supplémenter les cellules en lipides dans le voisinage,
ce qui les protége contre le développement d’une lipotoxicité. Ce moyen de défense
est trés intéressant et pourrait se retrouver dans d’autres organes et tissus comme

I’intestin (Welte, 2015).
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Les GLCs possedent aussi une proximité physique avec le RE, mais aussi avec les
mitochondries (Hesse ef al., 2013 ; Shaw, Jones et Wagenmakers, 2008 ; Wang ef al.,
2011). En effet, dans des conditions de jeiine, les GLCs se retrouvent aux alentours
des mitochondries et leur association subséquente contribue a une production
suffisante d’énergie pour soutenir les besoins biologiques cellulaires. En réponse a
une lipolyse, les GLCs sont transférées directement a la mitochondrie ou elles sont
utilisées pour la B-oxydation, ce qui suggére que les AGs non-estérifiés provenant de
I’hydrolyse du TAGs peuvent étre catabolisés dans la mitochondrie, générant de

I’énergie pour la formation des CMs.

Les GLCs sont aussi importantes pour la multiplication de certains virus. En effet,
I’hépatite C et le virus de la dengue utilisent les GLCs pour augmenter la formation
de virions qui est absolument requise a la réplication virale (Miyanari et al., 2007 ;
Samsa et al, 2009). Aussi, les rotavirus, qui sont une cause majeure des
gastroentérites chez les enfants, s’associent aux GLCs, mais I’inhibition de la

formation de ces derniéres empéche la réplication du virus (Cheung et al., 2010).
1.4  L’intestin et les maladies cardiovasculaires

Une fois dans la circulation, les TAGs sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase
(LPL) pour produire des AGs qui sont capturés par différents organes. Les résidus des
CMs sont éliminés par le foie grice au récepteur B/E (Lambert et Parks, 2012). Le
métabolisme des CMs joue des rdles importants dans le développement de maladies
cardiovasculaires, du diabéte de type 2 et des dyslipidémies. Premiérement, I’intestin
peut contrdler I’entrée et la sortie des lipides dans la circulation grice a son
exposition directe au gras, ce qui lui permet de jouer un rdle important dans le
développement de I’obésité (Patsch e al., 1992). L’intestin produit également des
lipoprotéines de trés petites densités (VLDLs) semblables a celles du foie, ce qui lui
permet d’avoir un impact dans le développement de [I’athérosclérose. Ensuite, les

résidus de CMs peuvent eux-mémes pénétrer la paroi artérielle, un phénoméne
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susceptible de provoquer une induction de la pathogenése de 1 athérosclérose
(Tomkin et Owens, 2001). Finalement, 1’élévation des lipoprotéines dans le sang est
conséquente a la réduction du catabolisme et une augmentation de la production de
lipoprotéines (Haidari et al., 2002). L’intestin constitue un carrefour important
capable d’influencer non seulement 1’absorption des lipides, mais aussi le devenir

métabolique des lipoprotéines et 1’athérosclérose.
1.5  Le nouvel axe cerveau-intestin

Les cellules entéro-endocrines de I’intestin possédent plus de 30 génes de peptides
gastro-intestinaux qui permettent d’exprimer plus de 100 peptides bioactifs, et de
contribuer & I’apport en nourriture et la balance énergétique (Ahlman et Nilsson,
2001). Ces peptides possédent une trés grande variété de fonctions comme il est
rapporté a la Figure 11 (pour les peptides les plus étudiés). C’est lors de I’ingestion
des nutriments (& I’exception de la ghréline) que l’intestin sécréte ces peptides
considérés comme d’importants signaux agissant sur le cerveau et les tissus
périphériques. En plus, la muqueuse intestinale posséde un systéme nerveux entérique
complexe composé de 100 millions de neurones, formant un axe cerveau-intestin.
Ceci permet a I’intestin de jouer un rdle important dans la détection des nutriments,
I’absorption des lipides et nutriments, et le métabolisme de ces derniers (Romijn et
al., 2008).
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Figure 1.11 Diagramme exposant les peptides gastro-intestinaux importants en
lien avec leurs majeures fonctions. Chaque peptide gastro-intestinal posséde des
effets nombreux et diversifiés, contrdlant les processus allant de la motilité gastro-
intestinale a la satiété, en passant par la régulation du métabolisme énergétique. Prise

de Murphy, et al. (2006) (Murphy et Bloom, 2006)

L’entrée des lipides dans le duodénum est détectée grice aux G protein-coupled
receptors (GPRs) retrouvés sur les cellules entéroendocrines, principalement les GPR
40, 41 et 43 qui induisent I’activation du nerf vague et favorisent la communication
entre ’intestin et le cerveau (Monnikes ef al., 1997) (Briscoe et al., 2003 ; Hirasawa

et al., 2005). Les fibres vagales afférentes ne se retrouvent pas dans la lumiére de



44

I’intestin ; c’est plut6t la sécrétion de peptides gastro-intestinaux qui fonctionnent
comme un messager intermédiaire et influencent 'activité des nerfs afférents
retrouvés dans le tronc cérébral et la région hypothalamique. En plus d’avoir un effet
sur ces nerfs, plusieurs peptides sont directement conduits a la barriére
hématoencéphalique pour agir directement sur le cerveau, ex. le GLP-1 (cellules L) et
la ghréline (sécrétée majoritairement par 1’estomac) (Nonaka et al., 2003) (Banks et
al., 2002). C’est dans la région hypothalamique que I’on retrouve le noyau arqué
hypothalamique (ARC) recevant toutes les hormones circulantes et les signaux
nutritionnels grace a ses nombreux récepteurs et senseurs retrouveés sur ces cellules
(Schwartz et al., 2000). Aussi, une certaine sous-population des neurones d’ARC
exprime des neuropeptides ayant d’importantes fonctions (Waterson et Horvath,
2015). De ces neuropeptides, on retrouve POMC et AGRP coexprimés avec NPY

régulant le métabolisme énergétique (figure 12).

e
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Figure 1.12 Régulation de la balance énergétique par I’axe cerveau-intestin grice

aux cellules L. Les cellules entéroendocrines du tractus gastro-intestinal sécrétent
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différents peptides gastro-intestinaux qui agissent sur le nerf vague ainsi que sur
I’hypothalamus. Dans ce site, certains peptides activent le NPY et ’AGRP qui
stimulent I’apport de nutriments alors que d’autres activent le POMC susceptible de

réduire I’influx nutritionnel. Prise de Bewick et al. (2012) (Bewick, 2012)
1.6  Les peptides gastro-intestinaux et I’obésité

Comme il a été dit précédemment, il est important d’avoir une bonne régulation de la
sécrétion des peptides gastro-intestinaux puisqu’un probléme dans cette régulation
peut engendrer des dysfonctions dans le métabolisme et la détection des nutriments.
En effet, plusieurs peptides vont causer une sensation de satiété quand ils sont
sécrétés, tels que le GLP-1 et le PYY ; quant la ghréline, elle cause plut6t une
sensation de faim (Gribble, 2012). Il a été démontré qu’une exposition chronique a
une diéte riche en gras cause des changements structuraux et fonctionnels dans la
détection des nutriments par |’intestin, apportant une désensibilisation de la détection
des nutriments que ce soit chez I’adulte ou le nouveau-né (Brandsma et al., 2015 ;
Teixeira et al., 2012). Cette désensibilisation & la sécrétion de peptides gastro-
intestinaux incrétines comme le GLP-1 et le GIP peut promouvoir I’obésité, la
résistance a ’insuline et la stéatose hépatique. L’altération de la sécrétion de ces
peptides est parmi les processus responsables des changements dans les fonctions de
la barricre intestinale et dans 1’augmentation des marqueurs oxydatifs, activant le
systéme immunitaire inné. Ceci peut aussi représenter le mécanisme favorisant le

développement des maladies mentionnées précédemment (Xue ez al., 2014).

Comme il a été écrit précédemment, certains de ces peptides gastro-intestinaux
peuvent réguler la formation des gouttelettes lipidiques dans I’intestin, pouvant
engendrer ainsi la sécrétion des CMs et le développement de 1’obésité. En plus,
d’autres peptides agissent directement sur la production des CMs et le métabolisme
des lipides. Par exemple, des agonistes de GLP-1 provoquent une réduction de
Iactivité de MTTP, de la disponibilité de TAGs et de la production de I’ApoB (Hsieh
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etal., 2010 ; Xiao et al., 2014). Ces agonistes ont le potentiel de réduire également la
sécrétion de la lipase gastrique, la motilité intestinale et la vidange gastrique,
favorisant la diminution des lipides alimentaires tout en constituant une cible
thérapeutique hypolipémiante (Nauck et al., 2011). Dans les Caco-2, le PYY réduit
I’expression protéique de MTTP et favorise la réduction de la sécrétion des CMs
(Grenier et al., 2012). En plus, ce peptide retarde la vidange et la sécrétion gastriques
(Adrian et al., 1985 ; Allen et al., 1984). CCK est un autre important peptide gastro-
intestinal qui provoque le ralentissement de la vidange gastrique, la sécrétion
d’enzymes pancréatiques et la contraction de la vésicule biliaire. Ceci suggére
I’implication du CCK dans le développement de 1’obésité. (Dockray, 1987) (Moran,
2000).

1.7  La ghréline

Comme il a été dit précédemment, il existe un grand nombre de peptides gastro-
intestinaux sécrétés par les cellules entéroendocrines du tractus gastro-intestinal.
Plusieurs de ces peptides ont été démontrés comme possédant diverses actions dans le
métabolisme des lipides dans plusieurs organes comme le foie, les tissus adipeux et
’intestin. La prochaine section portera sur la ghréline, un peptide qui a largement été
étudié pour son rdle dans la sensation de faim. Elle a aussi beaucoup été étudiée pour
son rdle dans I’augmentation de I’accumulation des lipides du foie et des tissus
adipeux. La prochaine partie va donc expliquer ce qu’est la ghréline en général et
comment elle agit sur le métabolisme des lipides dans le foie et les tissus adipeux.

Finalement, ses effets potentiels sur les fonctions intestinales seront décrits.

Informations générales sur la ghréline

La ghréline est un peptide de 28 acides aminés, décrit pour la premiére fois en 1999
par Kojima et al, comme étant une hormone principalement sécrétée par 1’estomac.
Ce peptide est retrouvé sous deux formes distinctes dans la circulation : avec (GA) ou

sans (GD) un résidu de sérine 3 N-octanoylé. La GA est le ligand endogéne pour le
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GHSR 14, retrouvé dans le cerveau et les tissus périphériques (Kojima et al., 1999).
La liaison de la GA avec son récepteur active les neurones NPY et AGRP de
I’hypothalamus pour favoriser I’appétit et la prise de nourriture (Chen et al., 2004).
La ghréline est majoritairement sécrétée par des cellules X/A et, de fagon moins
importante, par d’autres organes tels les tissus adipeux et le pancréas (Seim ef al.,
2013). Les cellules X/A sont retrouvées le long de tout le tractus gastro-intestinal,

mais majoritairement dans I’estomac (Sakata et Sakai, 2010).

Le géne de la ghréline encode la preproghréline qui est cotraductionnellement clivée
en proghréline (Yang et al., 2008). Une fois relachée dans la lumiére du RE,
I’enzyme ghrelin O-acyltransferase octanoyle la proghréline pour obtenir la GA qui
est la forme active (Figure 13). Les niveaux de GA sont inversement proportionnels a
la vidange gastrique alors que la concentration de GA dans le plasma est augmentée
en état de jeline jusqu’a un pic avant ’ingestion du prochain repas (Cummings et al.,
2001). Cependant, la sécrétion de GA diminue lors de la digestion de nutriments.
Dans le plasma, la GD, sous forme non octanoylée obtenue par la dégradation de la
GA, correspond en fait & la grande majorité de la ghréline disponible dans le plasma
(Figure 14) (Hosoda et al., 2000). Dépendamment des articles, les niveaux de GD
dans le sang vont de 50% & 95%. Ces proportions changent aussi dépendamment de
la santé du sujet puisque les obéses ont une augmentation du taux de GA relativement
a la GD (Tschop et al., 2001). On a longtemps cru que la GD était seulement un
produit de dégradation sans aucun effet puisqu’elle ne pouvait se lier au GHSR1a.
Actuellement, cette forme de ghréline semble posséder différentes activités
biologiques (Kojima ef al., 1999), menant a la réduction de la balance énergétique et

a la baisse de I’apport alimentaire, contrairement a la GA (Asakawa et al., 2005).
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Figure 1.13 Formation de la ghréline acylée. La préproghréline est en premier

lieu clivée pour devenir la proghréline et qui obtient ensuite un groupement acyl
grice a la GOAT pour devenir de la ghréline acylée. Prise de Kemp, et al. (2011)
(Kemp et al., 2011).
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Figure 1.14 Structure de la ghréline acylée et désacylée. La ghréline désacylée
ne peut pas se lier au GHSR1a. La GOAT (Ghrelin O Acyltransferase) ajoute le
groupement acyle qui permet maintenant a la ghréline de se lier au récepteur. Figure
adaptée de Andrews et al. (2011) (Andrews, 2011)

Les deux types de ghréline ont de nombreux effets bien au-deld de leur impact sur
I’appétit. La ghréline influence le métabolisme du glucose et de I’insuline,
I’inflammation, la prolifération cellulaire, la motilité gastro-intestinale, la sécrétion

d’acide gastrique, le métabolisme des lipides, etc. (Figure 14) .
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Figure 1.15 Nombreuses actions et roles physiologiques de la ghréline acylée.
La ghréline acylée possede de nombreuses fonctions reliées a de nombreux tissus.
Elle se lie a son récepteur au niveau du cerveau pour accomplir différents rdles,
agissant sur les tissus périphériques ou sur la sensation de faim. Elle peut également
agir directement sur certains tissus pour engendrer son action. Prise de Collden, et

al. (2017) (Collden, Tschop et Muller, 2017)
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1.7.2 La ghréline et son impact sur le métabolisme des lipides

Chez la souris, I’injection au cerveau (injection centrale) de GA influence le
métabolisme des lipides des tissus périphériques en stimulant ’activation dans les
neurones du neuropeptide Y (NPY) et de I’Agouti-related protein (AGRP) par le
systétme nerveux central (Figure 15) (Theander-Carrillo et al., 2006). Cette
stimulation augmente 1’expression de différentes protéines d’entreposage comme
I’ACC, le FAS, la LPL et les PLINs dans les tissus adipeux. Dans ces derniers, la
stimulation par la ghréline peut favoriser I’adipogenése en augmentant les PPARy et
SREBP1 (Rodriguez ef al., 2009). La GA, lorsqu’est injectée au cerveau, influence
aussi le métabolisme des lipides des adipocytes sans que |’activation du récepteur
GHSR1a soit nécessaire, via I’axe AMPK-malonyl CoA-CPT1 et la voie de
signalisation BSX-FOXO1-pCREB (Varela ef al., 2011). Selon ces articles, il y aurait
donc une action non spécifique de la GA qui est grandement a définir. De plus,
I’AGRP et le NPY ont un role non determiné dans le circuit de la lipogénése. Dans le
foie, une injection centrale est capable de causer une stéatose hépatique en
augmentant le nombre de GLCs et de TAGs, grice a I'augmentation de la lipogenése
de novo (Davies et al., 2009). L’action de la GA ne se limite donc pas aux tissus

adipeux car il est bien possible qu’elle puisse agir sur plusieurs autres organes.

La ghréline augmente directement 1’accumulation des lipides des tissus périphériques
sans passer par le cerveau (figure 15). En effet, la GA et la GD sont capables de
promouvoir la lipogenése en augmentant I’expression génique du Stero/ regulatory
element-binding proteins 1 (SREBP1) et I’expression protéique de I’ACC, FAS et
LPL dans les adipocytes de souris (Rodriguez ef al, 2009). En outre, les deux
ghrélines peuvent augmenter 1’accumulation lipidique selon la concentration et
I’expression des PLINs. De son c6té, la GD a la capacité de stimuler I’absorption des
AGs et de diminuer la lipolyse au niveau des adipocytes (Miegueu et al., 2011). Par
ailleurs, dans le foie, I’injection périphérique de GA induit 1’expression génique de

I’ACC, de FAS, du glucose-6-phosphatase, concomitamment avec une réduction de
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I’AMPK phosphorylée, contribuant ainsi a l'accumulation des TAGs (Barazzoni ef
al., 2005). Ceci indique donc que, de fagon similaire a I’injection centrale, 1’injection
périphérique a aussi un effet important sur différents organes et tissus. Cependant, il
n’a pas été encore démontré comment la ghréline peut agir sur les différents facteurs
de la lipogénése. En plus de cela, puisque la GD augmente aussi le métabolisme
lipidique, on pourrait croire que cette régulation positive ne soit pas la conséquence

de I’'intéraction avec le GHSR1a.

Le mécanisme qui permet 2 GA et GD d’influencer directement le métabolisme des
lipides demeure largement inconnu, mais il semblerait que le sentier mTOR y soit
impliqué (Li et al., 2014). Une confirmation a été apportée par I’inhibition du mTOR
qui bloque la régulation positive des facteurs de transcription et des enzymes par la

ghréline.
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Figure 1.16 Actions centrales et périphériques de la ghréline sur le métabolisme

des lipides. Lorsque la ghréline acylée est sécrétée, elle agit directement ou
indirectement sur le métabolisme des lipides. Lorsqu’elle se lie & son récepteur au
cerveau, elle influence majoritairement 1’expression de certaines protéines en lien
avec la B-oxydation et la lipogenése dans les tissus adipeux, mais trés peu dans le
foie. Par contre, elle démontre un potentiel a induire 4 la fois dans le foie et les tissus
adipeux de nombreuses protéines fonctionnant dans la lipogenése. Adaptée de Verela,

et al. (2011) (Varelaeral., 2011)
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1.7.3 La ghréline et I’intestin

Méme si la ghréline est produite en grande concentration dans le petit intestin et que
son immunodétection a été reportée tout le long du tractus gastro-intestinal, il n’y a en
ce moment que peu d’information sur son impact localement (Hosoda ez al., 2000).
Les études suggerent grandement que la ghréline exerce d’importantes fonctions anti-
inflammatoires et protectrices dans différents modéles de maladie gastro-intestinale.
Comme exemple, la ghréline semble améliorer des dysfonctions intestinales et
alléger les dommages produits par des perfusions tout en protégeant 1’organisme
contre la septicémie (Shah ef al., 2009 ; Wan ef al., 2016 ; Wu et al., 2005). En plus,
il est rapporté que la ghréline puisse réduire I’inflammation au niveau du cdlon
(Konturek ef al., 2009), restaurer la perméabilité intestinale (Cheng ef al., 2015), et
limiter les conséquences graves causées par la colite ulcéreuse (Matuszyk et al.,
2015). Finalement, la ghréline peut alléger l’impact nocif provoqué par une
ischémie-réperfusion (Zhang ef al., 2013) ou I’irradiation au niveau intestinal (Wang
et al., 2015). En addition, les deux formes de ghréline exercent des effets inverses sur
la motilité gastro-intestinale (Charoenthongtrakul et al., 2009 ; Edholm et al., 2004 ;
Hirayama ez al., 2010) : la GA stimule alors que la GD inhibe la motilité. Finalement,
les deux formes de ghréline ont la capacité & promouvoir la prolifération cellulaire au
niveau intestinal ou dans les lignées cellulaires IEC-6 et Caco-2 (Waseem et al., 2014
; Yu, Xu et Fan, 2013). La ghréline aurait par conséquent des effets bénéfiques
importants sur [’intestin, mais contribuerait aussi & une augmentation du

développement des tumeurs. Elle jouerait donc des réles trés ravirés dans cet organe.



CHAPITRE I

PROJET DE RECHERCHE

2.1  Enoncé du probléme

Comme il a été mentionné précédemment, les GLCs jouent un role important dans le
contréle de la sécrétion des CMs grace a leur mécanisme d’hydrolyse/réestérification.
Cette observation est bien intéressante car les GLCs semblent avoir le potentiel de
réduire fortement le développement des maladies cardiovasculaires en empéchant la
sécrétion des CMs dans des conditions postprandiales. La découverte de nouveaux
régulateurs est donc essentielle car elle permettrait de traiter les dyslipidémies

postprandiales.

La ghréline acylée demeure donc un choix tout a fait pertinent puisqu’il est capable
de réguler le métabolisme lipidique au niveau de certains organes, principalement le
tissu adipeux et le foie. Des études sont encore nécessaires pour valider si la ghréline

acylée a la capacité de moduler le transport des graisses dans le petit intestin.
2.1  Hypotheses

Puisque la ghréline acylée est capable de réguler le métabolisme lipidique de certains
organes, nous suggérons qu’elle augmente également ’entrée des lipides dans le petit
intestin ainsi que leur estérification et distribution dans les GLCs et chylomicrons.
Comme il a été expliqué dans la section de I’introduction, les GLCs ont également un

important rdle dans la formation des CMs, principalement grice a leur capacité a
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fournir les acides gras au RE par un mécanisme d’hydrolyse/réestérification. Nous

nous attendons alors a une relation réciproque entre les GLCs et CMs dans I’intestin.
2.2 Objectifs

L’objectif principal de ce projet de recherche est de mieux comprendre les
mécanismes régulant les interactions entre les GLCs et la formation/sécrétion des
CMs en présence ou absence de ghréline. Plus spécifiquement, nos expériences
consistent a évaluer si la ghréline acylée a des effets sur le métabolisme des lipides au
niveau du petit intestin, principalement sur la formation des gouttelettes lipidiques et

la sécrétion des CMs.
2.3  Stratégie expérimentale

Pour répondre aux objectifs de ce projet de recherche, des cellules épithéliales Caco-
2/15, largement employées précédemment pour examiner le transport des nutriments,
des électrolytes, des médicaments et autres composantes (Angelis et Turco, 2011),
seront utilisées pour examiner les interactions GLCs-CM et explorer le role de la
ghréline acylée. A cette fin, ces cellules seront incubées 2 jours en présence de la
ghréline acylée et de ’acide oléique pour observer, par fluorescence, 1’accumulation
de GLCs. La sécrétion des différentes lipoprotéines, quant a elle, sera analysée suite a
I’incubation des cellules avec oléique radioactif C'*. Il a déja été démontré que ces
cellules possédent bien les récepteurs pour la GA (GHSR1a) aprés utilisation de la

trypsine (An Liu et al., 2016).

En vue des nombreux effets de la ghréline sur divers organes tels que le cerveau, un
mode¢le animal de hamster syrien doré male de 9 semaines sera employé et exposé a
une diéte obésogéne. Pour des raisons budgétaires, seulement des méles seront
utilisés pour cette étude car ils ne sont pas pourvus de cycle hormonal, retrouvé chez
la femelle. Il est important de noter que des animaux de 9 semaines ont été choisis

afin de ne pas avoir a prendre en considération la croissance de 1’animal dans nos
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parameétres a étudier. Le hamster syrien doré sera nourri ad libitum avec une dicte
conventionnelle ou de type occidental (riche en gras et en lipides) pendant 8 semaines
pour lui permettre de développer une dyslipidémie ainsi qu’une résistance a
I’insuline. Ces animaux seront traités avec de la GA (100nm/kg/jour) de fagon
continue durant les 2 derniéres semaines sous le régime diététique. Puisque la
ghréline acylée se dégrade trés rapidement dans la circulation sanguine alors que nous
voulons voir ses effets chez une personne avec des niveaux trés élevés, il est donc
nécessaire de 1’administrer de fagon continue. Le temps et la concentration utilisés
ont été choisis comme conditions permettant le développement de 1’obésité et de la
dyslipidémie chez le rat (Cong Liu et al., 2016). Il est & noter que cette hormone sera
donnée seulement & la fin de la diéte, ce qui nous permettra a déterminer si elle a le

potentiel d’augmenter la sévérité de la dyslipidémie chez le hamster.

La prise alimentaire et le gain de poids seront évalués toutes les semaines, mais les
lipoprotéines plasmatiques seront analysées seulement au moment du sacrifice afin de
déterminer I’effet potentiel de la GA sur le développement de la dyslipidémie
postprandiale. L’accent sera particuliérement placé sur la sécrétion des CMs en
réponse a un repas gras, et la muqueuse du petit intestin sera scrutée pour I’évaluation

de la quantité de GLCs et leur contenu en TAGs et protéines.
2.4 Limites du modele

Les cellules Caco-2/15 sont des cellules ayant des caractéristiques entérocytaires
lorsqu’elles sont différenciées. Méme si elles possédent des caractéristiques
similaires, elles ont certaines limitations puisqu’elles ne sécrétent que 10-15% des
acides gras absorbés, ce qui n’est pas le cas des entérocytes primaires qui exportent la
grande majorité des acides gras sous forme de CM. En plus, dans des conditions
cellulaires, il est uniquement possible de déterminer I’effet de la GA dans des

entérocytes, alors que I'intestin est composé de différents types de cellules, et de plus
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il intéragit avec plusieurs d’organes. Cependant, nous avons l’avantage de tester

I’influence de la GA sur les entérocytes sans interférence des autres cellules et tissus.

Le modéle animal, quant a lui, permet de compenser pour plusieurs défauts du
modéle cellulaire, permettant ainsi d’étudier ’effet de la GA sur un systéme
complexe. Le hamster est un meilleur modéle que la souris et le rat pour I’étude du
métabolisme lipidique. Ce dernier dans le modéle du hamster est beaucoup plus
similaire a ’humain. En effet, le hamster posséde une protéine centrale se nommant
la protéine de transfert du cholestérol ester, ayant les propriétés de transférer le
cholestérol ester des HDLs aux LDLs. Les hamsters peuvent également accumuler les
LDLs dans la circulation sanguine et développer des maladies cardiovasculaires a
’instar de I’humain, ce qui n’est pas le cas chez les deux autres rongeurs. Malgré les
forces du hamster, il demeure spéculatif d’extrapoler les résultats obtenus au niveau

de cet animal a I’humain



CHAPITRE III

ARTICLES

3.1 Article 1: «Gastrointestinal factor regulating lipid droplets formation in the

intestine »

Auclair N et al. Gastrointestinal factor regulating lipid droplets formation in the

intestine. Exp Cell research. 2018. S0014-4827(17)30693-6
Avant-propos :

L’article revue présenté ici a permis de mieux déterminer les objectifs de ce mémoire.
En effet, son but était de faire un tour de la littérature pour bien comprendre tous les
mécanismes qui engendrent la formation des gouttelettes lipidiques dans I’intestin et
de trouver tous les possibles facteurs gastro-intestinaux qui peuvent avoir un impact
sur leur formation. Il a été démontré que plusieurs peptides gastro-intestinaux
pourraient avoir un tel effet dans le petit intestin et que, parmi eux, il semblerait que
la ghréline ait le plus grand potentiel. Il fut donc décidé de tester I’effet de ce peptide

sur le métabolisme lipidique de I’intestin et le développement des dyslipidémies.

J’ai contribué a la conception du plan de I’article, a la revue bibliographique et a sa
rédaction. articles et a son écriture. Lilya Melboucci a aidé a la conception des
figures. Emile Levy et David St-Pierre ont corrigé Iarticle et donné leurs

commentaires pour 1’améliorer.
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Résumé

Les gouttelettes lipidiques cytosoliques (CLD) sont considérées comme étant des
réservoirs lipidiques neutres, qui protégent les cellules contre une lipotoxicité. Il est
devenu clair que ces organites dynamiques fascinants jouent un rdle non seulement
dans le stockage de 1'énergie et le métabolisme, mais aussi dans la manipulation
cellulaire des lipides et des protéines, la communication interorganelle et la
signalisation de diverses fonctions. Leur dysrégulation est associée a de multiples
troubles, y compris l'obésité, la stéatose hépatique et les maladies cardiovasculaires.
L'objectif central de cette revue est de mettre en évidence le lien entre la dynamique
des CLD intraenterocytaires et la formation des chylomicrons, principal véhicule
lipidique alimentaire intestinal, aprés avoir étudié la morphologie, la composition
moléculaire, la biogenése et les fonctions du CLD.
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Summary

Cytoplasmic lipid droplets (CLD) are considered as neutral lipid reservoirs, which
protect cells from lipotoxicity. It became clear that these fascinating dynamic
organelles play a role not only in energy storage and metabolism, but also in cellular
lipids and protein handling, inter-organelle communication, and signalling among
diverse functions. Their dysregulation is associated with multiple disorders, including
obesity, liver steatosis and cardiovascular diseases. The central aim of this review is
to highlight the link between intra-enterocyte CLD dynamics and the formation of
chylomicrons, the main intestinal dietary lipid vehicle, after overviewing the
morphology, molecular composition, biogenesis and functions of CLD.
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Introduction

Cytosolic lipid droplets (CLD) are organelles found in most tissues, which are mainly
composed of triacylglycerol (TG) (1). They were primarily studied in the adipose
tissue and liver where their accumulation was associated with obesity-related
disorders such as insulin resistance (IR), atherosclerosis and non-alcoholic fatty liver
steatosis (2). The small intestine is par excellence the organ responsible for the
absorption of dietary fat via the obligatory formation of chylomicrons (CM) (3).
These vehicles are essential not only for the transport of the alimentary lipid but also
for the release of fat-soluble vitamins into the bloodstream via the lymphatic system
(4). Thus, non-esterified fatty acids (FAs) become readily available for the different
cell types of the organism and eventually for their organelles in terms of structural
and signalling purposes, as well as for the regulation of energy homoeostasis. The
mechanisms controlling CM assembly and output are critical since the up-regulation
of these processes in the postprandial state is proposed to cause cardiometabolic
disorders (5). Growing evidence shows that FAs, present in excess after dietary fat
consumption, can be esterified and incorporated into CLD within enterocytes (3).
Hence, the modulation of the enterocyte storage in the form of CLD is extremely
important since it protects from FA toxicity and exaggerated postprandial TG levels,
which constitute a strong risk for cardiovascular disorders (6). However, despite
significant advances, the pathways and key factors coordinating CLD dynamics and
CM handling in the gut are incompletely defined. Furthermore, the role of
gastrointestinal (GI) peptides on these specific interactions between droplets and CM
is far from established. In the present review, the challenging issue relative to the
involvement of CLD in CM processing under physiological and pathophysiological
conditions will be underlined. The importance of the GI peptides in their
interconnection will also be emphasized. Finally, various gaps in this area of research

and investigation requirements to further our knowledge will be highlighted.
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From dietary lipid to chylomicron production

2.1 Fat digestion step

In the intestine, lipid transport and CM formation are regulated through a complex
processes (3, 7). In the digestive phase, dietary TGs are partially hydrolyzed by
gastric lipase (20-30%) and subsequently by pancreatic lipase (70-80%), resulting in
2 molecules of FA and sn-2 monoacylglycerol (8). The pancreatic phospholipid (PL)-
hydrolyzing enzymes include phospholipase Az that hydrolyzes phosphatidylcholine
(PC), the preponderant dietary PL, to form lyso-PC and FA. The third digestive
enzyme is cholesterol esterase that decomposes cholesteryl ester (CE) into free
cholesterol and FA (9-11). Concomitantly, lipolytic products are solubilized by bile
acids to generate micelles in the lumen of the duodenum and the proximal jejunum (12,
13). Following the formation of micelles, in the presence of low concentrations of
long-chain FA, the lipolytic uptake is achieved by passive diffusion (14). By contrast,
in the presence of higher levels of long-chain FA, a carrier membrane fatty acid
binding protein (FABP) is fully required (15, 16). Later, many additional lipid
transporters were discovered in the small intestine. For example, the carrier protein
cluster of differentiation 36 (CD36) transports mainly long chain FAs into
enterocytes and plays a major role in the regulation of food intake, perception of fat
taste and lipid absorption (17, 18). CD36 not only promotes CM formation, but also
his protein ubiquitination and degradation by the proteasome (17, 18). Other
cholesterol transporters are found in the enterocytes such as scavenger Receptor class
B type I, Nieman Pick Cl-Like, and ATP Binding Cassette ABCG5/G8 that
cooperates to limit sterol intestinal absorption (19-23). Further, ABCA1 is also
capable of cholesterol efflux to basolateral apolipoprotein (Apo) A-I to form high-
density lipoproteins (HDL) (24).
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2.2 Intracellular lipid transport step

After crossing the brush border membrane, the lipolytic products are processed by
cytosolic proteins for their intracellular trafficking towards various compartments,
including the endoplasmic reticulum (ER), where their re-esterification takes place
(25-28). Two cytosolic FABP have been identified: intestinal-FABP (I-FABP) and
liver-FABP (L-FABP) (29-31). I- and L-FABP bind differently according to lipid
classes, but both proteins with a greater affinity for unsaturated than saturated FAs
(32). 1t is suggested that L-FABP mostly transports FA to mitochondria for B-
oxidation while I-FABP promotes TG synthesis in the ER (33). In this organelle, the
lipolytic products are re-esterified to form TG, PL and CE through specific enzymatic
pathways. Monoacylglycerol acyltransferases (MGAT) 2 and 3 catalyze the
esterification of acyl-CoA and monoacylglycerol (MG) to form diacylglycerol
(DG) while transferase (DGAT) 1 and 2 esterify DG into TG (25-28). TG are either
stored in lipid droplets (LD) or used for CM formation (34).

Following their esterification, hydrophobic lipids are assembled with apolipoproteins
(Apo) to form complexes known as CM in order to allow their transport in the blood
circulation (35). Three types of proteins are critical for CM assembly and secretion:
Apo B-48, microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) and Sarlb GTPase (3,
36, 37). Apo B-48 is an essential structural protein facilitating the formation of CM
within the ER while MTTP enhances the lipoprotein biogenesis by shuttling neutral
lipid to Apo B acceptor molecules. In fact, MTTP can interact physically with Apo B-
48, allowing an optimal structural configuration of the latter in order to accept more
lipids. The pre-CM vesicle is transported to the Golgi apparatus with the crucial

presence of the small Sarlb GTPase that initiates the vesicular coat protein complex
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II-dependent transport of cargo from the ER to the Golgi apparatus (38, 39). Genetic
defects of Apo B-48, MTTP and SARIB lead to hypobetalipoproteinemia,

abetalipoproteinemia and CM retention disease, respectively (40).
Cytosolic lipid droplets in the intestine

CLDs are composed of a hydrophobic TG and CE core surrounded by a PL
monolayer with very few cholesterol molecules and proteins (41, 42). CLD can
accumulate in the intestine, liver, skeletal muscle, adrenal cortex, macrophage,
mammary glands and adipose tissues (43).In the intestinal tract, they are mainly
detected in the jejunum but are also present in decreasing numbers and sizes in the
distal part of the small intestine (44). Dietary TGs are directly related to the FA
composition of CLD in enterocytes (45). Two distinctive pathologies are associated
with excessive CLD accumulation in humans: abetalipoproteinemia and CM retention
disease (46, 47). As mentioned before, these two conditions are characterized by

defective lipid absorption and especially CM secretion.

3.1 Lipid droplet formation

311

As mentioned above, CLDs store excess energy in the form of TG and releases FFA
by TG degradation, a process highly dynamic in cells. In fact, their lipid storage
capacity is determined by their “size” and is controlled by the balance beween TG

synthesis and hydrolysis.
The importance of DGAT

Approximately 95% of all TG absorbed by the small intestine are used for CLD and
CM formation (48, 49). Currently, it is expected that CLD formation results from an
initial clustering of neutral lipid within the hydrophobic region of the ER membrane
(50). It is within this ER region that FAs are esterified into TG by DGATI and
DGAT?2 (49, 51). Interestingly, TG produced by DGAT1 are directly packaged into
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CM while those generated by DGAT2 are mostly stored in CLD (49, 51). Previous
studies reported that DGAT1” mice have reduced concentrations of TG in most
tissues while an accumulation of abnormal lipid levels was observed in the intestine
(52). It seems that upon reaching a certain size, sequestered TG bud off from the ER
and form nascent LDs that are either transported to the cytosol or the lumen (53-55).

However, the mechanisms governing this process remain largely uncharacterized.
Role of endoplasmic luminal lipid droplet

As previously proposed, ER luminal LDs (ERLLDs) that do not carry an Apo B-48
molecule are stabilized as pre-CM following the addition of PL monolayer in the ER
lumen (7, 56). In response to ERLLD hydrolysis, lipids are re-esterified and used for
CM core expansion and assembly (57). Interestingly, LDs accumulate in the absence
of Apo B-48 but not in response to MTTP inactivation when LDs are completely
absent in the ER lumen (58, 59). Previous observations indicate that MTTP may
associate to ERLLD and fulfill a crucial function in the formation and stabilization of

luminal LDs.
Protein composition of CLD

A total of 181 different proteins were recently shown to be associated with CLD (60).
Among them, only 19% are expected to influence lipid metabolism and transport. The
other proteins are also present in other organelles, such as ER, mitochondria and Golgi,
and have various roles in carbohydrate metabolism, localization and transport of
proteins, and cytoskeleton integrity, which underlines the necessity to better
characterize their physiological relevance moieties in order to improve our
knowledge relative to the regulatory functions of CLD. CLD protein composition is
proposed to differ depending on its location in the tissues (60). For instance,
proteins such as long-chain acyl-CoA synthetase (ACSL) 5, MTTP and Apo A-IV are

only reported to be expressed in cultured human Caco-2 epithelial cells whereas
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CLDs are mostly coated by perilipins (PLIN) 2 and 3 in the intestine, which is not the
case in other organs such as the adipose tissues and liver (60-63). PLIN proteins are
the most abundant in CLDs and they are mainly involved in their formation,
stabilization and hydrolysis. They translocate from the cytosol to nascent LDs and are
later submitted to ubiquitin-proteasome degradation in the cytosol (64, 65). The
ingestion of a chronic high fat meal is reported to increase PLIN-2 concentration
while an acute lipid challenge is also shown to upregulate PLIN-3 at the level of the
CLD membrane (66).

3.2 Lipid droplet hypertrophy

321

Various ER resident proteins are critical for CLD formation and expansion probably

by increasing transfer of lipid and enzyme molecules from ER to CLD.
Hypertrophy by TG synthesis at the surface of the LD

CLD expansion is regulated through two main mechanisms: TG production and CLD
fusion (67, 68). TG synthesis is expected to occur directly on the surface of CLD and
could be regulated through the activity of acyl-CoA synthetase long-chain family
members 3, 4 and 5 (ACSL3, ACSL4 and ACSLS), glycerol-3-phosphate
acyltransferase (GPAT3) and monoacylglycerol acyltransferase 2 (60, 69). Both
ACSL and GPATS3 are responsible for the transformation of FAs into acyl-CoA
derivatives that will subsequently be modified by acyltransferase 2 to form DG
molecules (70). DGAT?2 can attach to CLD where it catalyzes the conversion of DG
into TG (69). Their interaction could also explain the accumulation of DG into LD.
Newly synthesized TGs are directly aggregated to promote CLD hypertrophy (69).
During their expansion, LDs require to be closely interacting with ER to accumulate
sufficient amounts of lipids. It is suggested that the presence of fatty acid transport
protein 1 (FATP1) and DGAT?2 is important for the association between LD and ER,
which yields acyl-CoA formation in the ER and TG synthesis at LD surface in
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presence to DGAT2 (68). The re-localization of DGAT2 and FATP1 proteins is
essential for the growth and expansion of new LDs since their absence lead to
formation of smaller LDs (71). Another protein, seipin, is also suspected to regulate
the contact between ER and CLD (72). Its inactivation in A431 cells (epidermoid
carcinoma) completely stops the transport of proteins and lipids from the ER to CLD.
However, this does not influence CLD formation, only its growth. The last protein
found to have an impact on CLD growth and accumulation is the Fat storage-
inducing transmembrane protein 2. Its knockdown in zebrafish reduces the

accumulation of CLD in enterocytes (73).
Hypertrophy by fusion of LDs

LD hypertrophy could also result from the fusion of small LDs (67). The process is
mediated by cell death-inducing DNA fragmentation factor 45-like effector family
proteins (CIDE), including CIDEa, CIDEb and CIDEc (74). For instance, in 3T3-L1
adipocytes, CIDEc has been suggested to play a major role in the fusion process by
promoting the formation of pores at the junction between CLD, possibly in response
to the remodelling of PL membrane and promoting the formation of contact sites,
allowing the transport of neutral lipids from one CLD to another (75, 76). The storage
capacity of small CLDs (i.e. those found in the intestine) appears to be determined by
higher concentrations of CIDEb while CIDEa and CIDEc are suggested to determine
the greater expansion capacity of large CLDs (i.e. those found in adipocytes) (77, 78).
In enterocytes, CIDEb is localized in the ER and CLD (79). However, CIDEb-
deficient mice display decreased TG secretion and CM size while promoting CLD
hypertrophy in the small intestine (79). Previous studies also support the potential
impact of CIDEb on CM synthesis. Lipid droplet-associated hydrolase (LDAH) is a
new protein abundantly found in LD which promotes CLD fusion (80). LDAH
increases TG accumulation and promotes fusion of CLDs by reducing adipose
triglyceride lipase (ATGL).
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Importance of phospholipids in CLD growth

Another key factor regulating CLD expansion is the PL availability. During the
process of CLD hypertrophy, an important supply of PL is essential for the expansion
of the monolayer and prevention of its coalescence (81). The most important and
abundant PL required for CLD growth are phosphotidylcholine (PC) and
phosphatidylethanolamine (PE) (1). If PE is the predominant form of PL (>50%)
required for CLD growth (1, 82), other PL moieties, such as phosphatidic acid, are

present in smaller concentrations but their presence is also necessary

during the CLD hypertrophy process. In humans, lyso-PC acyltransferases 1 and 2
are both localized on CLD surface and they regulate PL synthesis (83). For example,
lyso-PC acyltransferases 2 was identified on the surface of CLD in Caco-2 cells,
supporting its potential role in enterocytes (84). Further, lyso-PC acyltransferase 3 is
also reported to contribute to CLD metabolism through the regulation of CM synthesis
in the intestine (85, 86). All these findings reinforce the theory that CLD grow within
the ER before being transported by microtubules to the basolateral area of enterocytes
where important stocks of neutral lipid accumulate (87). Interestingly, it has been
proposed that CLD growth rely on the capacity to be transported through cytoskeletal
tracks (88-91).

3.3 Lipolysis of CLD lipids

33.1

When extracellular fatty acid supplies diminished, mechanisms are triggered to induce

lipolytic pathways.
CLD lipolysis and the role of lipases

In adipose tissues, CLD-derived TGs are hydrolyzed by ATGL to form DG and FA
(92). De- esterification of DG is achieved by hormone-sensitive lipase and

monoacylglycerol lipase to yield MG, FAs and glycerol molecules (92). Interestingly,
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hormone-sensitive lipase knockout mice do not display any effect on TG metabolism
but they are highly efficient in maintaining cholesterol homoeostasis (93). Thus, other
lipases are also proposed to hydrolyze DG: pancreatic lipase and TG hydrolase, which
are expected to split cytoplasmic TG in enterocytes. Before it undergoes lipolysis,
ATGL has to be activated on its N-terminal domain (44, 94, 95). Previously, this
process was reported to be mediated by the comparative gene identification-58 (CGI-
58) protein after its release induced by the phosphorylation of the protein kinase A.
Mutations in CGI-58 leads to the Chanarin-Dorfman syndrome resulting in massive
TG accumulation and CLD hypertrophy (96). The effect has been reported in all
enterocytes, but it is particularly important in epithelial cells located in the proximal
part of the small intestine. In addition, CGI-58 deficient mice display increased CE
concentrations throughout the GI tract, CLD accumulation in the proximal part of the
intestine, and reduced TG hydrolase activity and postprandial plasma TG levels (97).
In C. elegans enterocytes, lipid droplet protein-1, a CGI- 58 homolog, is important for
upholding ATGL-1 recruitment on CLD along with lipolysis. It is suggested that
protein kinase A regulates ATGL-1 and lipid droplet protein-1 activity since it
increases lipolysis in the fasting condition (98). After a meal, phosphorylation of
ATGL-1 (protein kinase A-mediated) prevents its degradation by the proteasome
and/or increases its activity by promoting its binding to lipid droplet protein-1.
Hydrolyzed TG can be transported back to the ER to be re-esterified and used for CM
or CLD formation, B-oxidation in mitochondria or as building blocks for the synthesis

of other lipid species (44, 49, 99).
Lipolysis and the role of autophagy

It is also suggested that CLDs are targets for autophagy, a process through which
cellular contents are compartmentalized for biomolecule breakdown and recycling
(100, 101). Defects in this pathway are associated with increased accumulation of

dysfunctional proteins yielding alterations in cell functions and/or cell death. In the
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intestine, autophagosomes capture CLDs while dietary lipid induces specific
autophagic response, a process that targets cytosolic CLDs to lysosomes (87). The
same authors demonstrated that CLD-autophagosome structures have been observed
long after micelle supply, along with sustained microtubule-associated protein
1A/1B-light chain 3 (LC3) lipidation (autophagosomal marker). The inhibition of
autophagy results in the accumulation of TG and CE, which could influence CM and
HDL secretion. In the liver and potentially the intestine, the LC3 lipidation system is
required for CLD production, which is supported by the observation that autophagy-

deficient mice are unable to accumulate CLD under fasting condition (102).

3.4 Important roles of lipid droplets

3.4.1

CLD are recognized as dynamic organelles that govern cellular metabolic processes.
The current concept is that CLDs in enterocytes constitute a transient pool of stored
lipids that help optimize lipid absorption during food consumption. They also provide
sustained lipid supply during fasting. ]. They are increasingly recognized as genuine
organelles in close relation with other organelles, with more and more biological

functions.
CLD hydrolysis/re-esterification mechanisms

In the intestine, CLDs have long been considered as inert vesicles dedicated to the
storage of neutral lipid but there is now growing interest regarding their relevance in
the regulation of various biological functions that are not limited to lipid metabolism
per se. For instance, CLDs are critical vesicles involved in CM formation. In fact,
CLDs can be hydrolyzed, thereby raising the release of lipolytic products that can be
used to synthesize TG in the ER membrane which, in turn, serve for the formation of
newly assembled CM (103, 104). The mechanism of hydrolysis/re-esterification also
promotes the transformation of TG into different lipid moieties, such as PL used for

different cell functions, e.g. cell membrane integrity maintenance (105). Available
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studies suggest the critical relevance of CLDs not only in the intestine but throughout
the whole-body system since they are important mediators of lipid availability,
provide TG for CM formation/secretion and influence the development of potentially

deadly diseases such as atherosclerosis (106).

CLD protection against lipotoxicity

Another important function of CLDs is to protect cells against lipotoxicity through
esterification and storage of potentially toxic lipid species (107). In fact, CLDs are
shown to buffer the excessive concentrations of different FAs and lipid moieties
(especially sterols) that can provoke cell death. Interestingly, CLDs are not
necessarily similar in all parts of the same organ or tissue. For instance, in
hepatocytes, heterogeneous CLD types and contents are found within neighbouring
hepatic cells (108). The cells with hypertrophied CLDs can supply lipid to
surrounding cells while protecting them from death. Although it remains generally
uncharacterized, it is appealing to consider that this strategy also takes place in other

organs and tissues such as the intestine (109).
CLD interactions with mitochondria

It is important to mention that CLDs share physical proximity with both ER and
mitochondria. For instance, in the fasting condition, CLDs are found around
mitochondria and this association results in the production of sufficient amounts of
energy to maintain biological functions (110- 114). In fact, in response to lipolysis,
CLDs can transfer FA directly to mitochondria for B- oxidation. We understand that,
upon TG hydrolysis, FA can be directed towards catabolism in mitochondria or re-
esterified for storage/CM formation/secretion in the small intestine (114).
Importantly, mitochondria can be remodelled through fusion and fission, which are

features particularly important in the fasting state since they allow mitochondria to
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reach and utilize available FA supplies (115). Such assumptions are supported in
drosophila where mitochondrial fusion appears important for signalling pathways

promoting CLD formation (116).

CLD impacts on protein inactivation

As reported before, the CLD proteome includes approximately 181 proteins from
which approximately 19% are associated to the regulation of lipid metabolism (60).
Previous findings indicate that CLDs recruit proteins and subsequently activate
and/or inhibit their biological activity (117). For instance, ubiquitinated Apo B
accumulates in CLD when autophagy and proteasomal activity are inhibited in the
liver (118). The UBXDS8, a CLD-derived protein found exclusively in hepatocytes,
plays a key role in Apo B ubiquitination. Also, in yeast, squale epoxidase Ergl can be
stored in CLDs or ER, but this protein is enzymatically inactivated when located

within CLDs (119, 120).

3.5 Regulation of lipid droplets in the intestine

3.5.1

As previously reviewed and shown in Table 1, several mechanisms are proposed to
influence CLD formation in the intestine (113, 121). A plethora of factors such as
diets (e.g. high- fat/sucrose vs standard diets), intracellular lipid transporters (e.g.
CD36), GI peptides (e.g. GLP-2), intracellular signalling systems (Clock genes,
Hedgehog), transcription factors (e.g. liver-x receptor a: LXRa) and the microbiota
are proposed to modulate the formation and hydrolysis of CLDs in the intestine. In

this section, new regulators are proposed.

Cardiometabolic disorders
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Insulin resistance (IR) and type 2 diabetes (T2D) have been found to generate
abnormal lipoprotein metabolism (122, 123). They lead to an overproduction of
hepatic very-low density lipoprotein (VLDL) and enhance CM secretion, thereby
causing hypertriglyceridemia in humans and animal models. One explanation is
through the increase in intestinal Apo B-48 production, MTTP activity and de novo
lipogenesis observed in insulin-resistant hamsters and Psammomys obesus sand rats
(123-126). Apparently, the increase in CM secretion could directly reduce CLD

production where most lipids are directed exclusively to ER lumen for CM synthesis.

AMP protein kinase and CLDs

The enzyme AMP-activated protein kinase (AMPK) represents a key mechanism,
which has an impact on lipid metabolism and CLD lipolysis (127, 128). Under
intracellular stresses, AMPK is activated by elevated AMP/ATP ratios or phospho-
AMPK™172 concentrations (129, 130). Consequently, there is an increment in the
phosphorylation of important enzymes involved in the regulation of energy balance
(131). Indeed, AMPK activation results in the inhibition ofde novo lipogenesis in the
liver and skeletal muscle while it improves glucose homoeostasis in patients with
T2D (131). In the intestine, AMPK regulates lipid metabolism in mature and
immature cells and reduce CM secretion (132). Both 5-aminoimidazole-4-
carboxamide ribonucleotide and metformin are able to stimulate AMPK activation,
improve lipid homoeostasis and increase insulin sensitivity in Psammomys obesus. In
contrast, Psammomys obesus with type 2 diabetes and IR display less efficient
AMPK for the phosphorylation of crucial metabolic enzymes (132). In the intestine,
AMPK activation reduces intestinal CLD lipolysis in fasted C. elegans (98). In 3T3-
L1 adipocytes, AMPK activation shows similar effects by reducing lipolysis and
restraining energy depletion (133). Therefore, it seems that AMPK not only improves

lipid homoeostasis and lessens CLD lipolysis, but it also lowers CM secretion.
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Spastin and CLDs

Spastin, a microtubule-severing protein belonging to the AAA family, is another
protein able to influence CLD formation in the intestine (134-137). Spastin-M1, one
of its isoforms, targets CLDs and co-localizes on their surface. High levels of spastin-
M1 expression reduced the number but increased the size of LDs in intestinal cells of
C. elegans, spastin-1 (137). The authors of this elegant work suggest that defects in
spastin, as a modulator of LDs in neurons, may help understand the pathogenesis of

hereditary spastic paraplegia (137).
Forkhead box O3 and CLDs

Some proteins involved in the regulation of tumor growth regulate CLD formation
and hypertrophy. Tumor growth (e.g., hepatocellular carcinoma and colorectal
cancer) requires substantial amounts of energy and it is proposed that increases in
CLD numbers and size can fulfill these needs during development (138-140). For
instance, Forkhead box O3 (FOXO3) is a transcription factor that reduces tumor
growth by activating an inhibitor of the cell cycle, the cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B (141-143). FOXO3 contributes to the reduction of CLD size as its
knockout in mice resulted in increased CLD density in proliferative colonic epithelial
cells (144). Proliferation of colonic cancer cells depends on the LD-mediated loss of
FOXO03, leading to a decrease in the cell cycle inhibitor p27kipl. Additionally,
FOXO3 upregulates SIRT6 expression in colonic cells, thereby reducing lipid
accumulation while promoting lipid mobilization in the adipose tissue and liver
(144-146). Based on these data, it is attractive to that FOXO3 inhibition could
increase CLD hypertrophy and promote the accumulation of energy required to

sustain tumor growth.

Milk fat globule epidermal growth factor-like 8 and CLDs
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Integrin ligand milk fat globule epidermal growth factor-like 8 (MFGES) is another
protein that influences CLD formation in the intestine (147). MFGES regulates fat
absorption by binding the vitronectin receptors avf3 and avp5 integrins (148). In
response to their binding to the integrins, the PI3 kinase/mTORC2/PKC{ pathway is
activated and increases cellular free FA intake (147). In turn, this activation
stimulates CLD hydrolysis and free FA availability for CM production. Interestingly,
increased DGAT2 expression and CLD hypertrophy are reported in both MFGE8"
and avB3/avp5” mice (REF). Moreover, these mice display a 50% reduction in TG
hydrolase activity and this effect is more important than ATGL or CGI-58
knockdown in enterocytes (97, 149). Although these observations highlight the
relevance of considering the MFGES8 and avf3/avBS pathway in the modulation of
CLD hypertrophy, additional studies are required to further clarify their involvement
in CLD regulation.

Gastrointestinal peptides and lipid droplets

Enteroendocrine cells are found in the GI tract, especially in the stomach and
intestine, and produce more than 30 GI peptide genes (150). Food intake is the most
effective factor that induces or inhibits the secretion of GI peptides, which further act
on the brain and peripheral tissues. In turn, GI peptides can regulate food intake and
energetic balance, indicating an modulatory role in the development of obesity and
cardiometabolic diseases (151). Moreover, GI peptides exert a plethora of important
functions in many different tissues. For example, in the intestine, they participate in
the control of GI motility, GI growth, lipid metabolism and even in the secretion of
other GI peptides (152-157). Surprisingly, the regulation of lipid metabolism by these
peptides has poorly been studied in the intestine but substantially examined in the
liver and adipose tissues. However, such a modulation in the gut is extremely
important given the impact of CM production in link with CLD, on cardiovascular

diseases. As seen in Figure 1, the GI peptides may use various mechanisms to
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regulate intestinal lipid metabolism. Hence, the modulatory effects of GI peptides on
LD will be reported not only in the intestine in interaction with CM secretion, but

also in the liver and adipose tissues.

4.1 Leptin and CLDs

4.1.1

4.1.2

Leptin has been particularly helpful in understanding the pathophysiology of obesity,
but it rapidly appears that it represents a strong regulator of CM and CLDs.

Leptin effects on chylomicron secretion and insulin resistance

Leptin is a peptide hormone mainly derived from adipose tissues and to a lesser extent
from the skeletal muscle and the stomach (158, 159). Leptin reduces appetite and
simulates energy expenditure by activating specific brain centres in the hypothalamus
(160). In blood, leptin levels are reduced during starvation while they are
upregulated in overweight and obese (161, 162). In the intestine, leptin lessens
lipoprotein production in cultured Caco- 2 epithelial cells (163). Moreover, the
administration of leptin was shown to reduce Apo A-IV synthesis and to decrease

CM secretion in rats (164).

Leptin also has an important effect on IR (165, 166). Two ﬁopular mice strains with
defect in leptin signalling (ob/ob) or production (db/db) exhibit obesity and T2D (167,
168). Leptin causes IR development by decreasing insulin synthesis, secretion and
delivery (169-171). Interestingly, in humans, IR is correlated to an increase in plasma
leptin resulting from the reduction of leptin receptor sensitivity (172-174). Plasma
leptin is also positively correlated to plasma TG concentration, indicating a raised
secretion of TG-rich lipoproteins such as CM particles (175-178). As mentioned
before, IR increases CM secretion, making leptin an important contributor in this

process (122, 123).

Leptin effects on CLD accumulation
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In the intestine and in other peripheral tissues, leptin upregulates the formation of
CLDs. In adipose tissues, leptin curtails CLD hyperplasia and hypertrophy by
promoting lipolysis and reducing PLIN expression (179-181). The inactivation of the
leptin gene promotes CLD hypertrophy and hyperplasia, as well as the development
of hepatic steatosis in ob/ob mice (182, 183). These effects may be tissue-specific
since leptin treatment was reported to stimulate CLD formation through the activation
of phosphatidylinositol 3-kinase and the mTOR pathway in cultured macrophages
(184). Similarly, in vitro studies suggest that leptin promotes CLD formation
through the activation of the mTOR pathway in intestinal IEC-6 epithelial cells (185).
Overall, leptin plays a role in the regulation of lipid metabolism and CLDs in the
intestine. Even though the mechanisms underlying these effects remain to be clarified,

it is possible that leptin modulates CM secretion via changes in CLD metabolism.
4.2 Ghrelin and CLDs
4.2.1 General information

Ghrelin is a 28-amino acid peptide, secreted either as acylated (AG) or unacylated
(UAG) forms by X/A-like cells of the oxyntic gland of the stomach. It is found in
decreasing concentrations in the distal part of the intestine (186). Human ghrelin gene
(ghrl) encodes preproghrelin that is co-translationally cleaved into proghrelin (187).
Once released into the lumen of the ER, the proghrelin is post-translationally
processed by prohormone convertase 1/3 to produce UAG and obestatin. The enzyme
ghrelin O-acyltransferase octanoylates UAG and this yields AG. The latter is the
endogenous ligand of the growth hormone secretagogue receptor (GHSR) type 1la
expressed both in the periphery and the central nervous system (186, 188). In the
hypothalamus, we and others have reported that ghrelin promotes food intake through
the activation of neuropeptide Y and agouti-related peptide neurones in the arcuate
nucleus of the hypothalamus (120, 189, 190). Currently, the effect of ghrelin on lipid

metabolism in the GI tract remains uninvestigated. In the intestine, GI motility is the
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only process that could impact lipid metabolism, via AG stimulation (191-194)

4.2.2 Central and peripheral effects of ghrelin on CLD formation
and lipid metabolism Growing evidence suggests the role of ghrelin in the
regulation of lipid homoeostasis and CLD formation in tissues and organs such as the
adipose tissue and the liver. Peripheral AG and UAG administration increase lipid
accumulation in a dose-dependent manner while stimulating PLIN expression and
increasing CLD formation in adipocytes (195). If the effects of UAG remain to be
characterized, AG promotes SREBP1 expression, thereby increasing the production
of the enzymes acetyl-CoA carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS) and
lipoprotein lipase (LPL) with a crucial impact on the biogenesis of fatty acids. UAG
has also been shown to reduce CLD lipolysis and these effects on FA uptake were
inhibited by a GHSR1a antagonist, suggesting that the peptide may interact with the
AG native receptor (196). Previous studies showed similar observations in the liver
since peripheral AG administration induced the expression of ACC and FAS (197).
Additionally, AG also increases TG concentration while reducing phosphorylated
AMPK in rat liver, indicating that ghrelin could play an important role in the
accumulation of CLD in the liver. It is also noteworthy that a decline in lipid
accumulation characterizes the liver of GHSRI1-deficient mice (198). Conversely,
exogenous AG treatment raises average area and diameter of CLD. The same authors
reported that this effect is mediated through the mTOR pathway. Interestingly, both
the inhibition of the mTOR signalling cascade and PPARy blocked the up-regulation
of transcription factors and enzymes involved in lipogenesis (198). Central
administrations of AG also promotes the accumulation of CLD in the liver and adipose
tissues (199). It influences peripheral lipid metabolism through a circuitry that involves the
activation of neuropeptide Y, agouti-related peptide neurons and the sympathetic nervous
system. By this stimulation, AG upsurges the expression of proteins involved in lipid storage
such as ACC, FAS, LPL and PLIN1 in adipocytes (120, 195, 199, 200). In the liver, central
administration of AG augments hepatic steatosis by favoring CLD number and TG
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concentrations via a GHSR 1a-dependent mechanism (201).
4.2.3 Ghrelin and the intestine

Intriguingly, there is no information in the intestine regarding the potential effect of
ghrelin (AG or UAG) on lipid status. As mentioned before, AG effect on lipid
metabolism could be mediated by the mTOR pathway (198). In the intestine, ghrelin
was also shown to activate the mTOR pathway through a GHSR1a-dependent
mechanism, suggesting CLD involvement (202). The inhibition of GHRS1a lessens
the proliferation of colon cancer cells by blocking Ras, PI3K, Akt, and mTOR
signalling pathways downstream. The protective effect of ghrelin against
ischemia/reperfusion is likely due to increased activity of mTOR/p70S6K pathway in
a GHSRIl1a-dependent manner (203). Leptin is another factor that increases CLD
accumulation in epithelial cells through mTOR activation, indicating that ghrelin
could share the same mechanism in the gut (185). In the stomach, AG promotes
prostaglandin E2 and this effect is mediated through the increased expression of
cytosolic phospholipase A2 that is able to regulate CLD formation and GI motility
(204-206). Furthermore, increased production of prostaglandin

and FOXO3 have been reported to be crucial for the stimulation of lipogenesis and
the accumulation of fat in lipid droplets of an inflamed intestine (207). They strongly
indicate that ghrelin could propel lipid metabolism in the intestine and that this effect
may be mediated through the promotion of prostaglandin E2 production. In turn, this
could influence lipid availability, CM secretion and CLD formation. These elements
suggest the relevance of investigating the roles of ghrelin in lipid metabolism in the

intestine.

4.3 Glucagon-like peptide 1 and CLDs

4.3.1

General information and role in the intestine
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Glucagon-like peptide (GLP) 1 is another GI hormone encoded by the proglucagon
gene and it is mostly secreted from L cells of the intestine (mostly in the jejunum but
also in the colonand distal region) (208, 209). Its secretion can be triggered by direct
contact with nutrients, hormones and neurotransmitters but also many by other factors
such as intestinal bacteria (gut microbiota) and polyphenols (210, 211). As an incretin
peptide, GLP-1 plays an important role in the promotion of insulin secretion and
satiety after the ingestion of a meal (212). Its anorexigenic effects are mediated
through a paracrine action involving the transmission of signals via an intestinal vagal
afferent to the nucleus of the solitary tract. The incretin properties of GLP-1 have been
exhaustively characterized and, apparently, it plays an important role in the regulation
of lipid metabolism and accumulation in CLD in different tissues (213). In the
intestine, GLP-1 agonists reduce MTTP activity, TG availability and Apo B
production (214, 215). GLP-1 agonists are also reported to reduce gastric lipase
secretion, intestinal motility and gastric emptying (153, 194). Previous studies
indicate that GLP-1 could decrease absorption and limit processing and availability of

dietary fat, which would reduce CM production and secretion (194).
Glucagon-like peptide 1 impacts on CLD formation

In various tissues, GLP-1 decreases CLD accumulation. For instance, in 3T3-L1
preadipocytes, GLP-1 promotes adipocyte differentiation without lipid accumulation
(216). Although no effect of GLP-1 could be detected on lipid metabolism, the
hormone is shown to considerably reduce CLD size while enhancing hyperplasia in
adipocytes, which is crucial since small CLDs are associated with optimal glucose
and lipid homoeostasis (217, 218). In the liver, exendin-4 (an agonist of the GLP-1
receptor) lowers the number of large CLDs by stimulating lipolysis through the
elevation of PLIN phosphorylation and hormone-sensitive lipase expression (219).
Exendin-4 also decreases CLD hypertrophy and hyperplasia by activating autophagy
(220). Liraglutide, another GLP-1 agonist, decreases hepatic lipid content by down-
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regulating ACC and FAS expression (221). Previous studies indicate the importance
of GLP-1 in the reduction and even prevention of hepatic steatosis. Importantly,
liraglutide is able to curtail CLD accumulation in foam cells, indicating that it should
be considered as a therapeutic target against atherosclerosis (222). In the intestine,
there is currently no information regarding the potential regulatory role of GLP-1 in
CLD alteration. However, the reduction of lipid absorption and CM secretion in the

gut could indicate a reduction in CLD formation.
4.4 Glucagon-like peptide 2

The glucagon-like peptide 2 (GLP-2) is also encoded by the proglucagon gene and is
co- secreted with GLP-1 (223). Even though the GLP-2 receptor is not expressed in
enterocytes, it was reported to regulate lipid metabolism as well as fat accumulation in
intestinal CLDs (224). In animal models, GLP-2 increases CD36 activity and lipid
absorption, as well as CM production and secretion (225). Similar mechanisms are
likely to take place in humans since GLP-2 increases postprandial concentrations of
TG and FA in the circulation (226). Accordingly, GLP-2 promotes CLD excretion by
increasing CM secretion, probably via the nitric oxide system, which stimulates Apo
B48 synthesis and MTTP activity (224, 227). Confirmation has been obtained by
experiments involving endothelial nitric oxide deficient mice and hamsters treated
with specific nitric oxide inhibitors. Both species show no alteration in CM secretion
following the administration of GLP-2 (203). Interestingly, for CM production, lipid
can only be derived from CLDs in the presence of nitric oxide donors. One can
conclude that nitric oxide system is critical for stimulating GLP-2 effects on the
excretion of lipid accumulated in the intestine (203). These results highlight the role

of GLP-2 and its potential link to CLD accumulation in link with CM secretion.
4.4 Neurotensin and CLDs

Neurotensin is a 13-amino acid peptide mainly produced by enteroendocrine N cells
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of the intestine and neuronal vesicles of the central nervous system (228, 229). It is
co-expressed and co-released with GLP-1 and peptide tyrosine-tyrosine (PYY) in
response to fat availability/digestion, which may explain its effects on satiety (230,
231). In the intestine, neurotensin stimulates cancer growth, improves intestinal
barrier integrity and stimulates the translocation of FAs into the intestinal lumen
(232-234). Until recently, the effects of neurotensin on lipid metabolism and CLD
formation remained unsuspected. In rats, when administered into the intraperitoneal
region, neurotensin increases plasma TG indicating a potential increase in CM
secretion (235). Support of these findings was obtained with specific inhibitors of
neurotensin receptor type 2. The influence of neurotensin on the development of
obesity and CLD formation has also been reported recently (236). The same authors
observed that neurotensin knockout (NT--) mice display reduced weight gain, hepatic
steatosis, liver TG and epidydimal fat pads, via the reduction of CLD accumulation in

- mice also had fewer and smaller CLDs in the

the liver and adipose tissue. These NT
proximal section of the small intestine after an oral gavage with olive oil, a
phenomenon likely mediated by the decrease of intestinal lipid absorption (but not
malabsorption) (236). Importantly, NT”" animals display decreased TG accumulation
that were normalized upon administration of exogenous neurotensin. In the same
report, neurotensin was also shown to increase FA uptake in rat intestinal epithelial
cells through the activation of NTR1 and NTR3 receptors and phosphorylation decline
of AMPK via a CAMKK?2-dependent mechanism (236). Previous reports have
provided novel information regarding the involvement of neurotensin in the
regulation of lipid homoeostasis and CLD formation in the intestine. Overall, the
neurotensin peptide raises CLD accumulation and CM secretion via stimulation of

FA uptake, making it an interesting target for treating metabolic disorders.
4.5 Other gastrointestinal peptides and CLDs

A plethora of GI peptides have important physiological effects, but their impact on
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lipid metabolism have been overlooked in key metabolic tissues and organs such as
the liver and intestine. In fact, most of these peptides were only found to have an
impact on very few specific types of organs/tissues. For instance, glucagon is now
reported to reduce hepatic de novo lipogenesis through the activation of CREBH-
Insig-2a signalling and CLD production via the reorganization of ER in the liver
(237, 238). Another peptide, motilin, may increase CLD accumulation in rat
immortalized 3T3-L1 adipocytes (239). This finding is associated with the
upregulation of PPARy, CEBPf, DGAT1 and CD36 while causing an induction of
lipogenesis and FA uptake. Depending on culture conditions in adipocytes, Substance
P decreases (in presence of normal glucose concentrations) or increases (in presence

of high glucose concentrations) lipid accumulation in CLDs (240, 241).

In the intestine, PYY influences lipid metabolism in vitro. The incubation of Caco-2
cells with different concentrations of PYY can reduce the secretion of CM and the
expression of MTTP (242). Prior observations could either be explained by the
increased f-oxidation or lipid accumulation in CLD. GI PYY peptide and glucose-
dependent insulinotropic polypeptide decrease intestinal motility and increase gastric
emptying time with a potential impact on lipid availability and CM secretion (243,
244). Cholecystokinin may also regulate gastric lipase secretion and bile acid release
(243-248). Furthermore, its impact on CLD formation, lipid absorption and CM
production needs clarification as is the case for additional GI hormones, including

secretin, vasoactive intestinal peptides, amylin and oxyntomodulin.
Conclusion and perspectives

The physiological relevance of CLDs in the intestine is currently the matter of a
growing interest from the scientific community. However, the mechanisms underlying
these effects still remain poorly characterized. As presented in this review, CLD
formation/hypertrophy/stabilization/degradation involves a plethora of factors and

their role in deciding the fate of postprandial lipids is critical since it has a direct
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incidence on postprandial dyslipidemia and cardiometabolic diseases. Therefore,
intestinal CLDs should be considered as an appealing target against the dreadful
effects of obesity-related diseases. To do so, it is critical to improve our understanding
of CLD physiology in link with postprandial CM secretion. In the last few years, GI
peptides have been the focus of multiple studies in view of their multifactorial,
important roles in the regulation of many diseases. In particular, their functional
effects on lipid metabolism, obesity development and cardiometabolic disorders have
been (reviewed in many articles such as (249-252)) However, efforts need to be
deployed to elucidate their mechanisms of action and relevance in the physiological
regulation of CLD and CM. Under these circumstances, it is likely that the critical
roles of GI peptides in the regulation of intestinal functions have been overlooked in

the past, which underlines the urgent need to characterize their effects in the intestine.
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Regulators Species/cell type fect on CM ffect on LD formation References
secretion
GI peptides
Glucagon-like peptide 2 Syrian golden TCM secretion JCLD accumulation (224, 225, 227)
hamster
CS7BL/6 mice Healthy
human
Leptin TEM-6 cells {CM secretion TCLD accumulation (185)
Diets
High-fat diet  inducing Ob/Ob mice C57BL/6 TCM secretion TCLD accumulation (253)
obesity
Glucose diet Healthy human TCM secretion JYCLD accumulation (34 ,2549)
Intracellular signalling systems
Hedgehog Balb/c] mice Ob/ObTCM secretion {CLD accumulation (255, 256)

mice C57BL/6



Nocturnin Noc” mice Noc*”*mice 1T'CM secretion

Transcription factors
Liver x receptor alpha Zebrafish JLCM secretion

Peroxisome proliferator- Caco-2 cells Wistar rats {CM secretion
activated receptor alpha

Hepatocyte nuclear factor 4  Caco-2 cells Hnf-40™*  TCM secretion
alpha mice

Intracellular lipid transporters

Cluster of differentiation 36  CD” mice TCM secretion
Other factors

Firmicutes Zebrafish TCM secretion

Superoxide dismutase SODI1” mice TCM secretion

JCLD accumulation

TCLD accumulation

JCLD accumulation

TCLD accumulation

JCLD accumulation

TCLD accumulation

JYCLD accumulation

90

(257)

(258)

(259-261)

(262, 263)

(264)

(265)

(266)

CD: Cluster of differenciatio; CM : Chylomicrons; CLD : Cytosolic lipid droplet; Hnfdo : Hepatocyte

nuclear factor 4 alpha; Noc : Nocturin; SOD1 : Superoxide dismutase 1; T increase; ¥: decrease
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2: Gastrointestinal peptide regulation on several mechanisms with a potential impact

on CLD formation



regulation or

GI peptide mechanism accumulation
Q2
AG Liver  C57BL/6 mice TmTOR T (198)
GHSR1a™ mice
db/db mice
Wistar rats J$G6P,{pAMPK (197)
TACC, TFAS
Sprague-Dawley  No data (201)
rats
Adipose 3T3-L1 cells No data il (196)
tissue
Wistar rats TACC, TLPL (199)
TCPT1q, TFAS
TSCD1
GH-deficient rats No data (200)
Tgr rats
Human TPLIN, TFAS (195)
visceral adipocytes TSREBP1 TACC,
TLPL
Intestine Wistar rats TcPLA2 No data  (204-206)
HT29, HCT- TmTOR (202)
15
cells
Healthy human  TMotility (191-154)
UAG Adipose Wistar rats I Motility i (160)
tissue
3T3-L1 cells JLipolysis (196)
Leptin Liver  Lepr™xAlbCre {LPL 2 (183)

mice

Lepr¥ox AlhCre

ob/Ob mice



GLP-1

GLP-2

Adipose

tissue

Intestine

Liver

Adipose
tissue

Intestine

Intestine

C57BL/6 Mice

3T3-L1 cells
B3AR™"*, LepgTg
mice

Human white
preadipocytes

Caco-2 cells

Sprague-Dawley
rats

Apo E 7 mice

C57/BL6 mice

Primary human
hepatocytes

3T3-L1 cells

Syrian golden
hamster C57/BL6
Mice

Healthy human

Syrian golden

TCPT1a, TACADL
TAcox]1
JPPARY

{PKA, |PLIN

IFAS

TmTOR

JApo A-IV

JACC, |FAS
TpAMPK
JPLIN, THSL

T Autophagy

TFABP4, TPPARY
TLPL

JMTTP, {Apo B-
48, {TG

availability

I Motility

4 Gastric emptying
{Lipase secretion

T™TTP, TCD36

2

93

(182)

(179)

(181)

(180)
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(219)
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1(216)
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Neurotensin Liver

Adipose
tissue

Intestine

Glucagon  Liver
Motilin Adipose
tissue
Substance P Adipose
tissue
PYY Intestine
GIP Intestine
CCK Intestine

Hamster
CD36™ Mice
Healthy human
Nt™, Nt*"* Mice

Nt™, Nt*"* Mice

Wistar Rats

Nt” Nt**Mice

TLipid absorption
No data

No data

JpAMPK

HepG2 cells McA TCREBH-Insig-2a
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C57BL/6 mice

3T3-L1 cells

3T3-L1 cells

Caco-2 cells

Healthy human

CS57BL/6
Healthy human

Healthy human

TPPARy, TCEBPB
TDGAT1, TCD36

TAMPK

IMTTP No data
IMotility
JGastric emptying
IMotility No data
JGastric emptying
TLipase secretion No data
TMotility

TGastric emptying
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ACADL : Acyl-CoA dehydrogenase long chain, ACC : Acetyl-CoA carboxylase, ACOXI :
Peroxisomal acyl- coenzyme A oxidase 1; AMPK : AMP-activated protein kinase; ApoA-IV :
Apolipoprotein A-IV; ApoB-48 : Apolipoprotein B-48; CCK: Cholecystokinin; CD36 : Cluster of
differentiation 36; CLD : Cytoplasmic lipid droplet; cPLA2: Cytosolic phospholipases A2; CPTla:
Camitine palmitoyltransferase I a; CREBH : Cyclic AMP- responsive element-binding protein 3-like 3,
hepatocyte specific; DGATI : Diacylglycerol transferase 1; FABP4

: fatty acid binding protein 4; FAS : Fatty acid synthase; GIP: Gastric inhibitory polypeptide; G6P :
Glucose- 6-phosphate; HSL : Hormone-sensitive lipase; LPL : Lipoprotein lipase; mTOR : mechanistic
target of rapamycin; MTTP : Microsomal triglyceride transfer protein; pAMPK : Phosphorylated
AMP-activated protein kinase; PKA

: Phosphokinase A; PLIN : Perilipin; PPARYy : Peroxisome proliferator-activated receptor v; SREBPI1:

Sterol regulatory element-binding proteins; TG : Triglyceride; 1. increase; d: decrease
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FIGURE LEGENDS

Possible effects of gastrointestinal peptides in the regulation of cytosolic lipid

droplets formation in the intestine.

GI peptides have been found to regulate many mechanisms in every organ of the
human body, ranging from satiety to cell proliferation. In the intestine, they also
regulate many mechanisms such as intestinal lipid metabolism and/or CLD
formation. Some of these effects could be caused directly by the peptide or indirectly

by his action on the brain.

Regulation of cytosolic lipid droplets formation by gastrointestinal peptides in

the intestine, liver and adipose tissue.

Leptin, acylated ghrelin (AG) and glucagon-like peptide (GLP)-1 were all found to
have an impact on cytosolic lipid droplets (CLD) formation in the liver and adipose
tissue by regulating important proteins in lipogenesis, B-oxidation and lipolysis. GLP-
2 is the only peptide not found have any impact on these tissues while having an
impact in the intestine. In the intestine, way less proteins or pathways were found to
regulate CLD formation. The mammalian target of rapamycin (mTOR) signalling
pathway is a possible target by the leptin and AG, while GLP-1 was only found to
reduce microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) expression, and neurotensin
only found to reduce phosphorylated AMP activated protein kinase (pAMPK)
expression. GLP-2 is the only peptide clearly found to reduce CLD accumulation and
increase chylomicrons (CM) secretion in the intestine. Peptide YY (PYY), motilin

and glucagon also increase CLD in a specific tissue.
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3.2  Article 2 : « Acylated ghrelin and the regulation of lipid metabolism in the

intestiney»

Auclair N et al. Acylated ghrelin and the regulation of lipid metabolism in the

intestin. 2018. Soumis a Internation journal of obesity.
Avant-propos :

Les travaux présentés dans cet article ont permis de répondre aux objectifs de ce
mémoire. Le but était de savoir si la ghréline a un effet sur le métabolisme lipidique
de lintestin et aussi de savoir si elle joue un role sur le développement des
dyslipédimies. Les résultats démontrent que la ghréline acylée augmente la
dyslipidémie chez les animaux sous une diéte riche en gras et diminue I’accumulation
de GLCs sans avoir un effet sur la sécrétion des chylomicrons. La ghréline acylée
diminue aussi I’entrée des lipides dans les Caco-2, mais n’a pas eu d’impact dans la
sécrétion des lipoprotéines et les lipides intracellulaires dans les conditions de

I’expérience.

J’ai contribué a la conception de I’étude, aux manipulations, a I’analyse des résultats
et a I’écriture de I’article. Lilya Melboucci ainsi que Luciane Magri ont aidées a
’occupation des animaux et aux sacrifices. Carole Garofalo et Alain Sané ont aussi
aidé a différentes manipulations lors du sacrifice. Emile Levy et David St-Pierre ont
aidé a I’interprétation des résultats et a la correction de [’article pour I’obtention de la

version finale.



122



123

From: {jo@nature.com

Sent: April 27, 2018 10:32 AM

To: Auclair, Nickolas

Subject: 201813000636 Receipt of New Paper by international Journal of Obesity

Dear Mr Auclair,

On 27th Apr 2018, | received your manuscript entitied "ACYLATED GHRELIN AND THE
REGULATION OF LiPID METABOLISM iN THE INTESTINE” by Nickolas Auclair, Lilya Melboui,
Ya Ou, Luciane Tomaz, Alain Sané, Carole Garofalo, Emile Levy, and David H. St-Pierre,

Your manuscript has been assigned the Paper #: 20181000636,

You may check on the status of this manuscript by selecting the "Check Manuscript Status®
link under the following URL:

http:ffmts-fio.nature.com/fegt:
binfenain plex el A SBRINQOIA ZxewdF 7 ARIPACHTLIDIBineizbiniQihaZ

{Press/Click on the above link to be automatically sent to the web page.}
Thank you for submitting your work to the international journal of Qbesity.
Sincerely,

Editor
international Journal of Obesity

Mo Aewwensture condile

This email has been seat through the Springer Nature Manuscript Tracking Systern NY-81DA-
Springer Nature&4MTS

Confidentiality Statement:

This e-mwil is confidential and subject to copyright. Any unauthorised use or disclosure of jts
contents is prohibited. If you have received this email in errvor please notify our Manuscript

Tracking System Helpdesk team ot Ale.Solatformauppert.nature Lom .

Details of the confidentiality and gre-publicity policy maoy be found here
St fowenw noture comauthors/oolicies/confidenticlity btmd

Privacy Policy | Update Profile




124

Acylated ghrelin and the regulation of lipid metabolism in the
intestine

Auclair N2, Melbouci L1’3, Ou Y3, Magri L3, Sané Al, Garofalo C, Levy
E'**, St-Pierre DH'*

! CHU Sainte-Justine Research Center

¢ Departement of Nutrition, University of Montreal, Montreal, Quebec, Canada, H3T
1C5

*Department of Exercise Science, University of Quebec in Montreal (UQAM),
Québec, Canada, H2X 1Y4

“Institute of Nutrition and Functional Foods (INAF), Laval University, Quebec,
Québec, Canada, G1V 0A6

Running Head: Ghrelin and chylomicron-lipid droplet interaction

Keywords: Chylomicrons, lipid droplets, ghrelin, intestine, lipid metabolism,

enterocytes, dyslipidemia.

Correspondence: David H St-Pierre, Department of Exercise Science, 141
President-Kennedy Ave, Montreal, Quebec, Canada H3C 3P8, Telephone: +1 (514)
087-3000 ext 5150#; Fax: +1 (514) 987-6616; email: st-pierre.david_h@ugam.ca




125,

Résumé

CONTEXTE: Les gouttelettes lipidiques cytosoliques (CLD) sont des organelles
impliquées dans le stockage des graisses et la protection contre la lipotoxicité
cellulaire, mais leur dysfonction influence aussi le développement des troubles
cardiométaboliques. Dans l'intestin, les triacylglycérols (TAG) dérivés des CLDs sont
hydrolysés et réestérifiés pour la synthése des chylomicrons (CM) dans le réticulum
endoplasmique (ER). La ghréline acylée (AG) est un peptide gastro-intestinal (GI)
principalement produit par I'estomac qui favorise la croissance des CLDs dans le foie
et les tissus adipeux, mais son rdle reste largement inexploré dans l'intestin.
OBIJECTIF: Déterminer l'impact de I'AG sur le métabolisme des lipides de 1'intestin.
METHODES: Les effets de 'AG et de l'acide oléique (OA) sur la formation des
CLDs et la sécrétion des CMs ont été étudiés dans les entérocytes Caco-2/15. Les
hamsters dorés syriens ont également €té soumis a des régimes alimentaires
occidentaux (WD) ou conventionnels (CD) pendant 8 semaines et continuellement
administrés avec de la AG ou du salin physiologique pendant les deux derniéres
semaines. RESULTATS: Le traitement des cellules avec de I'OA a favorisé la
croissance des CLDs et cet effet a été renforcé par l'inhibition de la production des
CMs. Cependant, dans les conditions utilisées, ' AG n'a pas influencé le métabolisme
des lipides. Chez les hamsters WD, la taille des CLDs a €té réduite tandis que la
sécrétion de CMs postprandiale a été augmentée. En réponse a une WD, la perfusion
d'AG a favorisé la dyslipidémie et réduit l'accumulation de CLDs dans l'intestin.
DISCUSSION: Ces résultats soutiennent la relation intime entre l'accumulation de
CLDs et la sécrétion de CMs dans lintestin. Par conséquent, AG réduit
l'accumulation de CLDs tout en favorisant le poids du foie et la dyslipidémie. Cela
confirme la pertinence d'étudier de plus prés les mécanismes par lesquels AG exerce
ses effets sur le métabolisme des lipides dans l'intestin 4 l'aide du modéle hamster
syrien doré.
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Abstract

BACKGROUND: Cytosolic lipid droplets (CLD) are organelles involved in fat
storage and protection against cellular lipotoxicity but their dysfunction influences
the development of cardiometabolic disorders. In the intestine, CLD-derived
triacylglycerol (TAG) is hydrolyzed and re-esterified for chylomicron (CM) synthesis
in the endoplasmic reticulum (ER). Acylated ghrelin (AG) is a gastrointestinal (GI)
peptide mainly produced from the stomach that promotes CLD growth in liver and
adipose tissues but its role remains largely unexplored in the intestine. OBJECTIVE:
To determine the impact of AG on lipid metabolism in the intestine. METHODS: The
effects of AG and oleic acid (OA) on CLD formation and CM secretion were studied
in Caco-2/15 enterocytes. Syrian Golden Hamsters were also submitted to Western
(WD) or conventional chow (CD) diets for 8 weeks and continuously administered
with AG or physiological saline over the ultimate 2 weeks. RESULTS: Treatment
with OA promoted CLD growth and this effect was enhanced by the inhibition of CM
production in Caco-2/15 cells. However, in the conditions used in cultured
enterocytes, AG did not influence lipid metabolism. In WD hamsters, CLD size was
reduced while postprandial CM secretion was increased. In response to WD, AG
infusion promoted WD-related dyslipidemia and reduced CLD accumulation in the
intestine. DISCUSSION: These results support the intimate relationship between
CLD accumulation and CM secretion in the intestine. Hence, AG reduced CLD
accumulation in the intestine while promoting liver weight and dyslipidemia. This
supports the relevance of further investigating the mechanisms through which AG
exerts its effects on lipid metabolism in the intestine using the Syrian Golden
Hamster model.



List of abbreviations

AG : Acylated ghrelin

ApoB-48 : Apolipoprotein B-48
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GHSR1a : Growth hormone secretagogue receptor of type 1a
GI : Gastrointestinal peptide

MTTP : Microsomal triglyceride transfer protein
NAFLD : Non-alcoholic fatty liver disease
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1. Introduction

The alarming increase in the incidence of obesity and ensuing cardiometabolic
disorders is a major issue for social health authorities worldwide. It is characterized
by postprandial dyslipidemia, which mainly results from impairments in the
regulation of lipoprotein secretion from the intestine and liver (1, 2). Evidently,
postprandial lipid disorders are intimately associated to the progression of

cardiometabolic diseases.

As reviewed in (3),under normal conditions, in the postprandial state, apolipoprotein
B-48 (apoB-48)- containing lipoproteins are formed in the endoplasmic reticulum,
moved to the Golgi apparatus and later secreted as chylomicrons (CM) at the
basolateral membrane of the enterocytes. Once they reach the circulation,
triacylglycerol (TAG) content of CM particles is hydrolyzed by lipoprotein lipase to
provide peripheral tissues with free fatty acids (FA).Furthermore, this process reduces
the volume of the CM to produce CM remnants (CMR). Later, these CMR particles
are internalized by the liver or accumulate in the arterial endothelium to increase the

risk of developing cardiovascular diseases.

Lipids absorbed by enterocytes can also be stored in cytosolic lipid droplets (CLDs)
(4). These cellular organelles contain a hydrophobic core of TAG and cholesterol
ester surrounded by a phospholipid monolayer comprising few free cholesterol
molecules. Hence, they are formed by the clustering of neutral lipids within the
hydrophobic region of the endoplasmic reticulum (5). Cytosolic lipid droplet
accumulation and hypertrophy occur in organs and tissues with key metabolic
functions such as adipose tissues and liver (6). In the liver excessive CLD
accumulation is intimately associated to the development of non-alcoholic fatty liver

disease (NAFLD) (7). As recently reviewed by our group, CLDs are key lipid
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reserves that undergo hydrolysis/re-esterification to provide the endoplasmic
reticulum (ER) with sufficient TAG sources for CM synthesis and secretion (3). In
the intestine, CLDs are suggested to exert beneficial effects by delaying the transfer
of dietary TAG to the ER and CM synthesis/secretion while optimizing the system’s
capacity to cope with postprandial lipids (8). However, important questions remain
regarding the mechanisms promoting CLD formation and their physiological

outcome on lipid metabolism in the intestine.

Gastrointestinal (GI) peptides are secreted by enteroendocrine cells located
throughout tissues in the stomach, small intestine and colon (9). Many of these
hormones are key neuroendocrine regulators of vital functions such as eating
behavior, glucose homoeostasis, energy expenditure and lipid metabolism. Some of
these peptides such as glucagon-like peptide 1 (GLP-1), glucagon-like peptide 2
(GLP-2), neurotensin, and leptin, were previously shown to regulate CLD
accumulation and/or chylomicron secretion in the small intestine (10-12). Ghrelin is
an orexigenic GI peptide mainly secreted in the blood by X/A cells of the stomach but
also in decreased concentrations by the distal part of the intestine (13). In the
circulation, ghrelin can be found under the acylated (AG) and unacylated (UAG)
forms (13). The growth hormone secretagogue receptor of type la (GHRS-1a) is
recognized as the endogenous receptor mediating the activity of AG in the periphery
and in the central nervous system (CNS) (13, 14). Hence, AG was shown to stimulate
food intake by activating NPY and agouti-related peptide (AGRP) neurons of the
hypothalamus (15). In the periphery, ghrelin promotes CLD formation in the liver and
adipose tissues. In adipocytes, we and others reported that both ghrelin forms increase
lipid accumulation and CLD growth by increasing intracellular FA uptake and
reducing lipolysis (16, 17). Both UAG and AG are reported to influence GI motility

but important questions remain regarding their effects on lipid metabolism and/or
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CLD accumulation in the intestine (18-21). Since there is currently no available data
on the role of ghrelin in the small intestine, it is critical to determine whether the

hormone regulates lipid metabolism as previously reported in other tissues.

This study intended to clarify the role of AG on CLD accumulation and CM
formation in vifro using Caco-2/15 enterocytes as well as in vivo in Syrian Golden
Hamsters, a unique and representative model of human lipoprotein physiology. In the
conditions tested, AG did not influence CLD formation or CM secretion in Caco-2/15
enterocytes. However, AG potently reduced CLD accumulation without influencing

CM production. Further, AG increased body weight while promoting dyslipidemia.
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2. Materials and methods

2.1 Enterocyte culture

Caco-2/15 cells were cultured at 37°C and 5 % of CO, in EMEM medium (Wisent
Inc., Canada) containing 10% fetal bovine serum (FBS; Wisent Inc.), 1%
penicillin/streptomycin and 1% non-essential amino acids (GIBCO, USA) as
described previously (22, 23). Cells were maintained in T-75 cm? flasks (Corning
Inc., USA) until they reached 80-90% of confluence and were trypsinized. For
individual experiments, enterocytes were seeded at a density of 1 x 10° cells/well on
polycarbonate 24.5-mm transwell filters with pores of a diameter of 0.4 uym (Corning
Inc., USA). These transwells allowed separating apical and basolateral compartments
of the Caco-2/15 cell monolayer. Differentiation occurred when enterocytes were
cultured for 15 days post-100% confluence. Cells were then used for the different
treatments. Monolayer integrity was also confirmed by the determination of the

transepithelial resistance (24).
2.2 Lipoprotein secretion and cytosolic lipid droplet formation
All the experimental protocols are described in the Supplementary data

2.3 Acylated ghrelin and intracellular fatty acid uptake.
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Differentiated Caco-2/15 cells were preincubated in serum-free EMEM medium for 2
h before being treated with AG (10 pM, 100 pM, 1 nM, 10 nM) in phosphate-
buffered saline (PBS, Wisent Inc, Canada). The intracellular FA uptake was then
analyzed using a commercial kit (QBT fluorescence FA assay kit, Molecular Devices,
USA). To do so, 100 uL of BODIPY reagent (diluted in Hank’s balanced salt solution
at 0,2%) was added to Caco-2/15 enterocytes. The intracellular FA uptake was
evaluated continuously with Aex = 485nm and Aem = 515nm every 30 seconds for 2

hours, according to the manufacturer’s instructions.

2.4 Analysis of isolated lipoproteins and intracellular lipid fractions
The experimental protocol is described in the Supplementary data

2.5 Effects of AG on lipid esterification

The experimental protocol is described in the Supplementary data

2.6 Syrian Golden Hamsters and lipid metabolism in the intestine

All animal protocols were approved by UQAM’s Institutional Animal Care
Committee (CIPA: #0515-R3-759-0519). Nine-week-old (100-110 g) male Syrian
Golden Hamsters (Envigo, USA) were acclimatized for 1 week under controlled
environmental conditions (fed ad libitum at 22°C with 12 h of light/dark cycles).
After being acclimatized, hamsters were submitted to conventional chow (CD,
Rodent Chow 5075, Charles River, Canada) or Western (WD, #D12492, Research
Diet Inc. USA) diets for 8 weeks. Body weight and food intake were measured every
2 days. Six weeks after initiating WD or CD, animals were anesthetized with 3.5-
4.5% isoflurane. A small intrascapular incision was performed under aseptic

conditions to insert an osmotic minipump (ALZET model 2002, DURECT
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Corporation, USA) containing AG (Polypeptide, France) or physiological saline
(Baxter, USA), subcutaneously (sc). Acylated ghrelin was administered for 14 days at
100 nmol/kg/day; a concentration previously shown to increase food intake in rats
(25). After the implantation of mini-pumps, hamsters were injected with a sc dose (5
mg/kg) of Ketoprofen (Merial, Canada).

2.7 Postprandial chylomicron secretion

The experimental protocol is described in the Supplementary data
2.8 Chylomicrons isolation by ultracentrifugation

The experimental protocol is described in the Supplementary data

2.9 Biochemical analyses in fasting plasma

Fasting TAG, HDL-cholesterol (Bio Scientific, USA), insulin (Mercodia, Sweden),
total cholesterol and free cholesterol were analyzed with commercial kits (Wako
Diagnostics, USA). Similarly, fasting glucose was measured with a glucometer
(Contour® NEXT, Bayer, Germany). HOMA-IR was used as an insulin sensitivity
index as previously reported (26).

2.10 CLD characterization using fluorescent markers and Confocal microscopy

Hamster jejunum tissues were incubated in paraformaldehyde (PFA) 4% 1 day and
then embedded in O.C.T (Fisher Healthcare, USA). Caco-2/15 treated as previously
mentioned in other sections and tissue cryosections were washed with PBS and fixed
with PFA 4% for 15 minutes. Staining of cryosections were performed as described

in Section 2.2.
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2.11 Western Blot analysis

The experimental protocol is described in the Supplementary data

2.12 Statistical analysis

Results are presented as mean + SEM. They were evaluated by ANOVA and the
differences between means were analyzed by using the post-hoc Turkey test. If the
experiment didn’t pass the Shapiro-Walk normality test, the Kruskal-Wallis test was

used. Significance is considered at P< 0.05.
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Results
3.1 Oleic acid treatment and CLD accumulation in Caco-2/15 cells

The first step was undertaken to determine the conditions promoting the most
important CLD accumulations in cultured enterocytes. In Caco-2/15 incubated with
OA, CLD accumulation increased from 1 h to 6 h while reaching its peak at 24 h
(Figure 14, B). Also, in response to OA, total CLD area was increased in a dose-
response manner (Figure 1D) while higher average CLD size was only observed at
600 and 900 uM (Figure 1E). For both experiments, CLD numbers were not
influenced the incubation time or OA concentrations (Figure 1C and F). Analyses
with the fluorescent markers showed that the optimal OA concentration/incubation
time enhance total CLD area by a factor of 2X when compared to control treatments.
As observed using CLD characterization with fluorescent markers, OA (600 uM) for
24 h increased PLIN2 and TAG levels by a factor of 2X in Caco-2/15 enterocytes.

3.2 Inhibition of chylomicron secretion and CLD growth in Caco-2/15 cells

Lomitapide Mesylate significantly reduced CM secretion by 69 % (Figure 1K) while
increasing total CLD area per microscopic field (Figure 1J). However, it did not

affect average CLD size and number (Supplementary data, Figure SI).



136

3.3 Acylated ghrelin and intracellular fatty acid uptake in Caco-2/15 cells

Caco-2/15 cells were incubated with different concentrations of AG (10 pM, 100 pM,
1 nM, 10 nM). Acylated ghrelin significantly reduced intracellular FA uptake (area
under the curve and kinetics, Figure 24 and B) at all concentrations tested (P < 0.01
vs control treatment) but not at 10 pM. Interestingly, a plateau effect was reached in

response to AG at concentrations above 100 pM.
3.4 Acylated ghrelin and lipoprotein formation in enterocytes

In response to AG (100 pM) with or without the GHSR-1a antagonist, [D-Lys’]-
GHRP-6 (50 uM) on the apical and basolateral side, no modulation of lipoproteins,
TAG or cholesterol ester (CE) levels was noted in Caco-2/15 cells (Supplementary
data, figure SI). To support these data, Caco-2/15 were treated with AG and no
difference in CLD total area and number per microscopic field as well as average size

was detected (Supplementary data, figure SI).
3.5 Acylated ghrelin and Western Diet in Syrian Golden Hamsters

Since results obtained in cultured cell lines are not always representative of
physiological conditions in living organisms, a Syrian Golden Hamster model was
used to test AG’s effects on lipid metabolism in the intestine. As presented in Table
1, there was a significant difference in final body weights between WD and WD+AG
hamsters. This difference is caused by an important increase in body weight gain after
acylated ghrelin injection between CD and CD + AG, and WD and + WD+AG. No
significant difference in caloric intake was noted between hamsters submitted to the
different treatments. Nevertheless, animals submitted to WD+AG displayed

significantly increased liver, small intestine and epididymal fat pad weights compared



137

to the other hamsters on CD. Fasting plasma TAG, total cholesterol, free cholesterol,
cholesterol ester and non-HDL-cholesterol concentrations were significantly raised
under WD treatment. Acylated ghrelin infusions further increased TAG and total
cholesterol levels in plasma of WD animals and therefore promoted dyslipidemia
under WD conditions. Interestingly, WD+AG animals displayed increased weight
(Table 1) and alterations in the visual aspect of their livers (Figure 3), with no
change in hepatic TAG or cholesterol concentrations (Table 1). On the other hand,
WD animals displayed significantly heavier small intestine and lighter colon weights.
These results were also supported by a decrease in colon length (Figure 3). Finally,
insulin resistance was slightly increased by AG under CD and WD but fasting

glucose and insulin levels as well as HOMA-IR? did not reach statistical significance.
3.6 AG does not increase chylomicron secretion in golden Syrian hamsters

After a 16 h fast, animals were given an olive oil gavage and CM catabolism was
inhibited. Two hours later, there was no effect of AG on plasma CM (TAG and
cholesterol) and apoB-48 levels (Figure 4) in plasma. This indicates that AG did not

influence CM secretion in hamsters under the conditions tested.
3.7 Acylated ghrelin and lipid accumulation in the small intestine

Most lipids internalized by enterocytes are secreted as chylomicrons or accumulated
in the cytosol as CLD (8). Since jejunum is one of the most critical site for lipid
absorption in the intestine (28), we investigated how the diets and AG influence its
capacity to generate CLDs. Reduced CLD total area, average size and number in the
jejunum of WD hamsters (Figure 5). Hence, AG also decreased CLD total area and

number in CD and WD animals.



138



139

3. DISCUSSION

Cytosolic lipid droplets are important organelles containing a core of TAG and
cholesterol surrounded by a phospholipid monolayer (29). They are found in many
tissues where they are proposed to play distinct physiological roles. For instance,
CLD hypertrophy is associated with energy storage and the progression of
cardiometabolic disorders in the adipose tissue and liver, leading to obesity and
NAFLD, respectively (30, 31). The interest towards understanding the physiological
relevance of CLDs in the intestine has grown over the recent years and it is expected
that the mechanisms underlying their production and synthesis are under tight
regulatory control. Once lipids are absorbed from the lumen, they are used for TAG
re-esterification on the ER membrane, integrated in CLDs and transported to the
cytosol or they undergo CM synthesis before being exported into the circulation (32).
As reviewed, only a few gastrointestinal factors, are known to regulate CLD synthesis
and accumulation in the intestine (3). One potential regulator of CLD production is
acylated ghrelin (AG), a GI peptide known to increase appetite while promoting lipid
storage in adipose tissues and liver (33). Surprisingly, the effect of AG on lipid
metabolism in the intestine has been overlooked over the years. The first objective of
the present study was to confirm the relation between CM production/secretion and
CLD accumulation in vitro in cultured Caco-2/15 enterocytes and in vivo in Syrian
Golden Hamsters. The second objective was to identify how AG modulates lipid
metabolism in the same models. The major findings show that CLD growth is
increased in response to prolonged exposure to high lipid concentrations and this
effect is enhanced by CM formation in Caco-2/15 enterocytes. In WD hamsters, CLD
size was reduced while postprandial CM secretion was increased. In response to WD,
prolonged AG treatment promoted dyslipidemia and reduced CLD accumulation in

the intestine.
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The present results show that CLD production and hypertrophy is increased in
response to prolonged exposure to higher concentrations of oleic acid (OA). The
optimal conditions were observed when Caco-2/15 cells were incubated with 600 pM
of OA for 24 h. These results were obtained using two fluorescent markers for nuclei
(DAPI) and neutral lipids/CDLs (LipidTox), confocal microscopy and image
analysis. This method was instrumental in characterizing the effects of OA on CLD
accumulation in Caco-2/15 enterocytes. It allowed determining the outcomes of the
different treatments on CLD total area per microscopy field, numbers per microscopy
field and average size. Characterization of CLDs was always performed using a
monolayer of differentiated Caco-2/15 enterocytes plated on transwell filters at 100%
confluence. This was critical for standardizing the method. Confocal microscopy was
previously proposed as one of the most efficient tool for observing and characterizing
CLDs (34). Caco-2 cells, were previously shown to increase CLD production in the
presence of lipid micelles and a similar microscopic method was also used to show
that 600 uM of OA increases CLD content by 100% (35). This effect is potentially
more important in Caco-2 enterocytes since these cells do not secrete as much
lipoproteins as Caco-2/15 cells. To confirm the results obtained with confocal
microscopy, perilipin 2 (PLIN-2) and intracellular TAG levels were also measured.
Accordingly, these alternative methods yielded similar results than those obtained
with the fluorescent markers/confocal microscopy and this reinforced the validity of

the data.

Inhibition of the MTTP by Lomitapide Mesylate decreased CM production/secretion
by 69% and this significantly increased total CLD area per microscopy field.
Following their uptake by enterocytes of the jejunum, FA are transported to the ER
by both I-FABP and liver FABP (L-FABP) (36). Once transported to the ER, FAs are

re-esterified as TAG that enter the lumen where CM or CLD synthesis is achieved
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(37). Chylomicron synthesis requires TAG assembly by apoB-48, which is
orchestrated by MTTP (28). This suggested that MTTP inactivation or blockage
could prevent CM synthesis and promote CLD production. The present results
support the hypothesis that the inhibition of CM production/secretion increases CLD

synthesis to prevent intracellular lipotoxicity in the intestine.

There is very limited information regarding the effects of AG on intestinal functions.
It was previously reported that AG promotes enterocyte proliferation in the intestine,
however, the present study was first to investigate its role in lipid transport in
enterocytes (38). In the conditions tested, AG did not influence lipoprotein secretion
or CLD accumulation in Caco-2/15 cells. On the other hand, AG down-regulated
intracellular FA uptake in enterocytes. This effect was not initially expected since our
group previously reported that AG potentiates intracellular FA uptake in
differentiated 3T3-L1 cells (17). However, the present data is supported by the
observation that AG reduces palmitic acid transport in undifferentiated myoblasts
(39). This indicates that AG exerts tissue-specific actions on FA uptake. The present
results show that AG significantly reduces FA transport without affecting lipoprotein
secretion or TAG accumulation in cultured Caco-2/15 enterocytes. Treatment with
100 pM of AG showed optimal reductions in FA transport in this study, this
concentration was previously used by our group since it can be considered as
physiological (17). Several factors could have influenced the present results in Caco-
2/15 cells. For instance, some peripheral outcomes of AG were reported to be
mediated by the CNS (40). Also, it is possible that AG increased the rate of CM
production/secretion but this effect was no longer observable after 24 h of incubation.
Previously, Caco-2/15 cells have provided critical information on how enterocytes
absorb lipids and release them as CMs. Although they were originally isolated from

the colon, their capacity to metabolize lipids following full differentiation is closely
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related those of enterocytes in the small intestine (41). However, they display a
reduced capacity to secrete lipoproteins (approximately 15-20% of all TAG
molecules) and are proposed to synthesize more CLDs than native enterocytes of the
small intestine (24). Based on these factors, it was critical to validate these results in

Vivo.

Syrian Golden Hamsters are validated as one of the best rodent model to mimic
human lipid metabolism. In contrast to mice and rats, these animals express
cholesteryl ester transfer protein (CETP) responsible for TAG and cholesterol ester
exchange between VLDL/LDL and HDL particles (42). This protein is also found in
human, increasing the accumulation of LDL and reducing HDL. These hamsters were
previously used by Adeli and colleagues to characterize the effects of GI peptides
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and 2 (GLP-2) on CM secretion (11, 43). When
submitted to WD, hamsters develop obesity, dyslipidemia and severe hepatic steatosis
as well as reduced weight and inflammation of their colon (44). In the present study,
hamsters submitted to WD did not develop obesity compared when compared to
animals submitted to CD. However, dyslipidemia, increased liver (higher TAG and
cholesterol) and small intestine weight as well as reduced colon weight were
observed in WD animals. Although not initially expected, resistance to diet-induced
obesity and the absence of insulin resistance were previously reported by others in

hamsters and rats (45-49).

In hamsters submitted to CD, continuous AG treatment significantly reduced TAG
concentrations in the jejunum. This was also confirmed by the decrease in CLD total
area and numbers per microscopic field. However, AG did not induce any other
change in the metabolic phenotype of CD hamsters. In response to WD, AG infusion
significantly increased body weight, epidydimal fat and liver weight. Surprisingly,
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this effect was not associated to increases in caloric intakes, but AG was previously
shown to promote obesity without altering the amount of calories ingested (50).
Interestingly, the most striking differences observed in hamsters submitted to WD
and AG infusion were associated to dyslipidemia (increases in plasma TAG and
cholesterol levels). However, CM production/secretion was not affected by AG. Since
AG was previously reported to promote hepatic steatosis (51), liver TAG and
cholesterol levels were measured. In contrast to what was observed in the mice
model, AG infusion did not increase hepatic TAG and cholesterol concentrations.
This indicates that AG potentiates FA re-esterification, lipoprotein synthesis and
release from the liver to the circulation. It further suggests that AG promotes VLDL
secretion and LDL production in the plasma, suggesting that the hormone could play
a role in the development of atherosclerosis (52). The main goal of this study was not
to investigate the role of AG on lipid metabolism in the liver. However, it raises
important questions regarding the mechanisms through which AG increases weight
and lipoprotein secretion while altering the visual aspect of the liver. Hence, it
suggests that AG effects on the liver should be clarified in the hamster model since it
is recognized to be more representative of human lipid metabolism than other rodent
models (53).

In WD hamsters, olive oil gavage promoted CM secretion while decreasing CLD
production in the jejunum. This validates previous data showing that lipid-rich diets
increase CM secretion through an adaptive mechanism intimately associated to
insulin resistance (54, 55). In the present study, the higher small intestine weight
observed in response to WD suggests a stimulation of enterocyte proliferation and
consequently an increase in the surface of absorption of the jejunum (56). On the
other hand, CD animals displayed reduced CM secretion and increased CLD
production in jejunum. This indicates that CD hamsters accumulated TAG as CLD
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rather than releasing them as CM and this effect is likely to potentiate the progression
of atherosclerosis. In the conditions tested, AG did not influence CM secretion but it
significantly reduced CLD accumulation hamsters submitted to CD and WD. These
results are intriguing and indicate that in response to AG, TAG could be hydrolyzed
and utilized through other mechanisms then those involved in lipoprotein production.
This could suggest that CLD provide TAG to mitochondria and therefore upregulates
p-oxidation (57). As observed in Caco-2/15 enterocytes, AG could also reduce lipid
absorption in the intestine. This could either be mediated at the enterocyte level or
explained by the negative correlation between ghrelin and the levels of certain bile
acids (58). If confirmed, this indicates that AG could reduce lipid emulsification and
reduce its absorption in the intestine. It is also possible that AG promptly enhances
CM secretion and that this effect was no longer detectable 2 h after the gavage.
Finally, AG could also influence other yet undefined mechanism regulating lipid
metabolism in the intestine. It is therefore critical to conduct further investigations on

the role of AG in lipid metabolism in the intestine.

In conclusion, the present results indicate that AG plays a role in fat absorption,
intracellular uptake or metabolism through yet undefined mechanisms in the intestine.
This report is first to show that in addition to its adipogenic effects, AG also promotes
dyslipidemia via hepatic lipoprotein secretion. This suggests the critical need to use
interactive approach to determine how gastrointestinal peptides regulate lipid

metabolism in key metabolic organs such as the intestine and liver.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 CLD characteristics in response to treatment with oleic acid (OA)

in Caco-2/15 cells

A-G, Caco-2/15 cells were cultured and fasted 24 hours in FBS-free
EMEM medium. After 24 h, cells were treated with BSA-conjugated
OA (600uM) for 1h, 6h, 12h and 24 h (4-C). Enterocytes were also
incubated with 0, 75, 150, 300, 600 or 900 uM of BSA-conjugated OA
for 24 h (D-G). After, cells were fixed while both their nuclei (red,
DAPI) and CLDs (LipidTox, green) were stained. Confocal
microscopy was used to determine CLD total area, average size and
numbers. Also, Caco-2/15 cells were starved and incubated 24 h with
or without BSA-conjugated OA (600 puM). After the incubation,
triglycerides (H) and Plin-2 (I) contents were measured. Caco-215
were also incubated 24 h with BSA-conjugated oleic acid (OA) and
co-treated with or without 0.1 pM of MTTP inhibitor (Lomitapide
Mesylate, BM-201038) on the apical side. After, cells were incubated
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with radiolabeled oleic acid with or whitout 0.1 uM Lomitapide
Mesylate for 24 h on the apical side. CLDs were analysed as said
previously (J) and chylomicrons secretion was achieved by counting
the radioactive signal in the basolateral media (K). All data are shown
as mean = SEM (N= 3 individual experiments). * P < 0.05, ** P <

0.01, ****P < 0.0001 vs control treatment.

Intracellular fatty acid uptake induced by acylated ghrelin (AG)

treatment.

Caco-2/15 cells were pre-incubated with EMEM medium without FBS
for 2 h and treated with AG (10 pM, 100 pM, 1 nM, 10 nM) diluted in
starving medium. FA uptake was measured using a commercial QBT
fluorescence FA essay kit every 30 seconds for 2 h (4) and areas under
the curve (AUC) were also calculated (B). Results shown as mean +

SEM (N=3 individual experiments). **P < 0.01 vs control treatment.

Effects of a western diet on the visual aspect of the liver and colon
length.

A-D, Syrian Golden Hamsters were submitted to conventional chow
(CD) or Western (WD) diets for 8 weeks. For the last 2 weeks of
treatment, some CD and WD animals were continuously administered
with acylated ghrelin (AG, 100 nmol/kg/day). Before sacrifice,
hamsters were fasted for 16 h before receiving a 200 uL olive oil
gavage and being sacrificed through an intracardiac exsanguination.

Representative visual liver aspects (4-D) and small intestine lengths
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(E-H) are presented. CD = chow diet; CD+AG= CD + acylated
ghrelin;, WD= Western Diet; WD+AG= WD+ acylated ghrelin.

Effect of acylated ghrelin on chylomicron secretion.

Syrian Golden Hamsters were submitted to conventional chow (CD) or
Western (WD) diets for for 8 weeks with or without a continuous
acylated ghrelin (AG, 100 nmol/kg/day) infusion for the ultimate 2
weeks. At this time, hamsters were fasted 16 hours and given a 200 uL
olive oil gavage. Animals were peritoneally injected with 0.5 mg/kg of
Pluronic F-127 to inhibit LPL-induced chylomicron catabolism. Two
hours after gavage, hamsters were sacrificed by intracardiac
exsanguination and blood was processed to isolate and measure
chylomicron secretion. Triacylglycerol (4) and total cholesterol (B)
concentrations were determined. The ApoB-48 content (C) was
obtained by immunoblotting 1 pl of plasma. Results are shown as
mean £ SEM (N=4-6). * P <0.05, ** P < 0.01, ***P <0.001, ****p
< 0.0001. CD = chow diet; CD+AG= CD + acylated ghrelin; WD=
Western Diet; WD+AG= WD+ acylated ghrelin.

Effect of acylated ghrelin on CLD accumulation in the jejunum.

Syrian Golden Hamsters were submitted to conventional chow (CD) or
Western (WD) diets for for 8 weeks with or without a continuous
acylated ghrelin (AG, 100 nmol/kg/day) infusion for the ultimate 2
weeks. At this time, hamsters were fasted 16 hours and given a 200 pL
olive oil gavage. Animals were peritoneally injected with an inhibitor

of chylomicron catabolism. Two hours after gavage, hamsters were
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sacrificed by intracardiac exsanguination and sections of the jejunum
were incubated in paraformaldehyde (PFA) 4% and then embedded in
O.C.T. Cryosections were stained with DAPI (red, nuclei), and
LipidTox (green, neutral lipids and CLD). Once mounted, cells were
analyzed by confocal microscopy and CLD total area, average size and
number were characterized. Results are shown as mean = SEM. (N= 4-
6). ** P < 0.01, ****P < 0.0001. CD = chow diet; CD+AG= CD +
acylated ghrelin, WD= Western Diet; WD+AG= WD+ acylated
ghrelin.

Table 1 : Body weight, food intake and biochemical analysis of hamsters fed with

a chow or western diet, with or without acylated ghrelin infusion .

Control Control + AG Western Western + AG

Body Weight (g) | 141.6+2.63 |1453+4.19 142.07+3.61 |1548+271%

Total Body | 30.6 +2.18 34.13 £ 4.00 30.6 + 4.29 41+339
weight gain (g)

Body weight gain | 4.8 £0.6 134+ 1.17 6.1+£0.9 16.2 + 0.9"
after pump

implantation (g)
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Food intake 86.70 £32.02 [ 89.7 +30.89 5036+11.12 |[61.2+12.69
(kcal/2 days)

Liver weight (g) |3.76 +0.24 3.77+0.08 575+ 028"* [6.90+0.23""
Small intestine | 1.71 + 0.04 1.65 £ 0.06 1.95+£0.10"* [1.99+0.04"*
weight (g)

Colon weight (g) | 1.03 +0.08 1.12 £ 0.09 0.66+ 0.02** | 0.74+0.03"*
Epididimal  fat|1.5+0.13 1.34+0.14 124017 2.02+0.13**
(8)

Blood  glucose | 4.9+ 0.50 5.81+0.63 6.28 +0.31 6.38 + 0.60
(mM)

Plasma insuline [ 60.48 £6.91 |62.96 +9.46 82.88+13.88 |[102.94 +14.33
(rM)

HOMA-IR 2.45 +0.06 2.71 +0.58 3.53 +0.41 4.10+0.61
Plasma TAG [94.76 +18.17 | 111.03 £32.47 [322.4+52.09* | 637.42 + 48.09"
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£*

(mg/dL)

Plasma total | 7193+ 842 |96.66+4.28 212.21 + 10.12% [ 255.35 + 13.59*
cholesterol " e

(mg/dL)

Plasma free | 43.34+680 |[43.7+3.73 66.79 + 2.81¥* [84.37 400 ¥
cholesterol Ly

(mg/dL)

Plasma 38.60+755 |55.93+1.81 145.41 + 7.53%¥* | 168.52 + 15.35¥
cholesterol £

ester(mg/dL)

Plasma HDL-C|2635+5.02 |20.57+243 3531 +3.46 4730 £ 423%°
(mg/dL)

Plasma non | 5437+787 |77.57+3.77 176.89 + 8.57° % | 203.38 + 16.99*
HDL-C (mg/dL) .

Hepatic TG 0.0129 +{0.0129 £ 0.0013 | 0.0242 +10.0204 + 0.0017

0.0009

0.0043%*
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(mg/g tissue)

Hepatic 3.53+0.16 3.90 + 0.24 20.71 £ 4.77°* |18.64£2.49"*
cholesterol (mg

/g tissue)

'All data are show as mean = SEM and were done with n = 6-8 animals.¥ P < 0,05

versus control, fp< 0,05 versus control + AG, ‘P< 0,05 versus Western
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SUPPLEMENTARY DATA
2.2 Lipoprotein secretion and cytosolic lipid droplet formation

Radiolabeled oleic acid [C'*] (Perkin Elmer, USA) was added to unlabeled oleic acid
and conjugated with fatty acid-free bovine serum albumin (BSA). Oleic acid was
added to the apical side of differentiated Caco-2/15 cells (600uM of unlabeled + 0,45
uCi of radiolabeled oleic acid) for 18 h. The effect of microsomal triglyceride transfer
protein (MTTP) inhibition on chylomicron secretion was determined by incubating
Caco-2/15 cells for 24 h with BSA-conjugated oleic acid (OA) with or without 0.1
uM Lomitapide Mesylate (Selleck chemicals, USA) on the apical side. After, cells
were incubated 24 h with radiolabeled oleic acid with or whitout 0.1 uM Lomitapide
Mesylate on their apical side. For investigating the role of ghrelin on lipid
metabolism, enterocytes were incubated 24 h with AG (100 pM) on basolateral and
apical sides with or without 50 uM of a GHSR-1a antagonist [D-Lys’]-GHRP-6
(Tocris Bioscience, UK). Following these treatments, enterocytes were scraped in
cold PBS containing 1 mM of pepstatin A, PMSF, and aprotinin. The basolateral
medium was collected, lipid-rich plasma was added (4:1 ratio) and the solution was
centrifuged at 25,000 rpm for 40 min to isolate TAG-rich lipoproteins. Fractions of
VLDL and LDL particles were respectively obtained by ultracentrifugation at
densities of 1.006 g/mL and 1.063g/mL at 100,000 rpm for 2h30 (OptimaMax
Ultracentrifuge, Beckman Coulter, USA). Fractions of HDL particles were obtained
by ultracentrifugation at a density of 1.21g/mL at 100,000 rpm for 6 h. Isolated
fractions were added with a scintillation liquid (Ecolite, MP Biomedicals, USA) and
radioactivity was measured with a B counter (Hidex 300, Finland). For CLD
characterization, Caco-2/15 cells were incubated 24 h in serum-free EMEM medium

using transwell filters. Cells were then incubated with BSA-conjugated OA (0, 75,
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150, 300 and 600 uM) for 1-, 6-, 12- and 24 h. For CLD characterization, nuclei were
stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Molecular Probes, USA at 1.5
ng/ml in PBS for 5 minutes and washed again in PBS. Finally, their CLDs were
stained with LipidTox diluted 1/1000 in PBS (ThermoFisher Scientific, Canada) for
30 minutes and mounted using 50% glycerol/PBS. Fluorescence was observed with
an inverted TI microscope and imaged with a Al confocal unit (Nikon,
Japan). Cytosolic lipid droplet total area and numbers per microscopic field as well as

average size were characterized with the Image J Software (NIH, USA).
2.4 Analysis of isolated lipoproteins and intracellular lipid fractions

Acylated ghrelin (100 pM) was added at the basolateral and apical sites of transwell
plates for 24 h with or without 50 pM of a GHSR-1a antagonist [D-Lys*]-GHRP-6
(Tocris, bioscience, UK). After this incubation, enterocytes were scraped in cold PBS
containing antiproteases (1 mM for each: pepstatin A, PMSF, and aprotinin). The
basolateral medium was collected, lipid-rich plasma was added (4:1 ratio) and the
solution was centrifuged at 25,000 rpm for 40 min to isolate triglyceride-rich
lipoproteins. Other types of lipoprotein particles were separated after a series of ultra-
centrifugations (OptimaMax Ultracentrifuge, Beckman Coulter, USA). Fractions of
VLDL and LDL particles were respectively obtained by ultracentrifugation at
densities of 1.006 g/mL and 1.063g/mL and 100,000 rpm for 2h30. Fractions of HDL
particles were obtained by ultracentrifugation at a density of 1.21g/mL at 100,000
rpm for 6 h. Isolated fractions were added with a scintillation liquid (Ecolite, MP
Biomedicals, USA) and radioactivity was counted with a § counter (Hidex 300,
Finland).

2.5 Effects of AG on lipid esterification
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Caco-2/15 cells were incubated as described above. Cellular and basolateral medium
lipids were extracted overnight in chloroform-methanol (2:1). Lipids were then
separated by thin layer chromatography (TLC, Millipore Sigma, USA) and their
corresponding bands were scratched off the plates and disposed in scintillation vials
containing EcoLite counting fluid (MP BIOMEDICALS, LLC). Radioactivity was

measured by scintillation counting (Hidex 300, Finland).
2.7 Postprandial chylomicron secretion

Two weeks after mini-pumps were inserted, hamsters were fasted for 16 h and 500
uL of blood was collected from the tail vein under anesthesia with isoflurane/O,.
Later, animals received an oral gavage of pure olive oil (200 pL). Twenty minutes
after gavage, animals were injected with and intraperitoneal (ip) dose (0.5 mg/kg) of
Pluronic F-127 (poloxamer 407; 10% in saline, Millipore Sigma, USA) to inhibit
lipoprotein lipase activity and prevent chylomicron catabolism. Two hours after
gavage, animals were sacrificed by cardiac exsanguination and blood was transferred
into EDTA-containing tubes (Vacutainers, B&D, USA). Blood was centrifuged at
6000 rpm for 10 minutes at 4°C. Plasma and isolated tissues were flash-frozen and

kept at -80°C for further analyses.
2.8 Chylomicrons isolation by ultracentrifugation

Chylomicron isolation was performed 2 h after gavage. In brief, 250 pL of plasma
was added to 4 mL of a sodium chloride buffer (density of 1.006 g/L) and centrifuged
at 35,000 rpm for 70 minutes at 15°C. The upper fraction was isolated while TAG
(Randox Laboratories Ltd, United Kingdom) and total cholesterol contents were

analyzed using commercial kits (Wako Diagnostics, USA).
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2.9 Biochemical analyses in fasting plasma

Fasting TAG, HDL-cholesterol (Bio Scientific, USA), insulin (Mercodia, Sweden),
total cholesterol and free cholesterol were analyzed with commercial kits (Wako
Diagnostics, USA). Similarly, fasting glucose was measured with a glucometer
(Contour® NEXT, Bayer, Germany). HOMA-IR was used as an insulin sensitivity
index as previously reported (Levy et al., 2017).

2.10 CLD characterization using fluorescent markers and Confocal microscopy

Hamster jejunum tissues were incubated in paraformaldehyde (PFA) 4% 1 day and
then embedded in O.C.T (Fisher Healthcare, USA). Caco-2/15 treated as previously
mentioned in other sections and tissue cryosections were washed with PBS and fixed
with PFA 4% for 15 minutes. Staining of cryosections were performed as described

in Section 2.2,
2.11 Western Blot analysis

For Western Blots, 1 pL of plasma was heated for 10 min at 80°C with a buffer
containing sodium dodecyl sulfate (SDS) and dithiothreitol (DTT). Samples were
loaded and migration was achieved on 6% SDS-PAGE gels while protein transfer
was performed on a nitrocellulose membrane (GE Healthcare Lifescience, Canada).
The membrane was then blocked for 1 h in TBS-Tween buffer containing 5% of
skimmed milk and washed in TBS-Tween buffer. Incubation was then achieved

overnight with a apoB-48 primary antibody at 1/1000 in milk (apoB, MABO012,
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Millipore Sigma, USA). Protein bands were revealed using the Clarity substrate with

a ChemiDoc imaging system (Biorad, Canada). Bands were analyzed with the

ImageLab software (Biorad). Total protein content was determined using stain-free

gels (Bio-Rad) and sample normalization was carried out using these values, as
previously described (Gilda et Gomes, 2013).

Figure S1

Acylated ghrelin effects on lipoprotein secretion, intracellular lipid

metabolism and CLD formation in caco-2/15 cells.

Caco-2/15 were incubated with radiolabeled [C'*] on the apical side.
Co-treatment with AG (100 pM) was carried out both on the
basolateral and apical sides for 24 h with or without a GHSR-1a
antagonist, [D-Lys’]-GHRP-6 (50uM ). Results show the relative
quantification of non-VLDL/LDL/HDL (A), VLDL (B), LDL (C) and
HDL (D) lipoproteins. Lipids were also extracted and separated by
TLC. Levels of cell TAG (E) and (F) CE as well as basolateral levels
of TAG (G) and (H) CE were measured in enterocytes. After the
incubation, cells were fixed and fluorescent markers for nuclei (DAPI)
and neutral lipids (LipidTox) were used for CLD characterization
using confocal microscopy. . CLD total area (I), average size (J) and
numbers (K) were measured Results are shown as mean + SEM (N= 3

experiments in triplicate).
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CHAPITRE IV

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

L’intestin est un organe remarquable qui joue un réle primordial dans la santé
métabolique, incluant le transport des lipides dans la circulation. Le controle
régulatoire exercé par I’intestin est conséquemment trés important, car, par exemple,
la sécrétion exagérée des graisses alimentaires en état postprandial augmenterait
énormément les chances de développer de 1’athérosclérose ainsi que les maladies
cardiovasculaires (Nordestgaard er al, 2007). Pour confronter les objectifs de ce
projet de recherche, nous avons en premier lieu effectué une revue de littérature
critique et exhaustive afin de jauger et situer la question de recherche par rapport aux
données disponibles (Auclair er al., 2018). Dans cet article, I’'importance de la
formation des GLCs dans le contrdle de la sécrétion des CMs a été bien mise en
valeur. 11 a été observé que les GLCs sont régulées par différents facteurs et qu’elles
possédent de nombreux réles autres que de constituer un réservoir d’énergie tel que
formulé par plusieurs groupes d’investigateurs. Cependant, la fonction la plus
attrayante est certainement leur capacité de fournir des acides gras au RE grace a un
mécanisme d’hydrolyse/réestérification. En effet, dans des conditions postprandiales,
les TAGs seraient plutét accumulés dans les GLCs au niveau du cytosol de la cellule
et non sécrétés dans la circulation. A la fin du processus, les GLCs redistribuent les

acides
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gras au RE, ralentissant/réduisant ainsi fortement le développement de maladies
cardiovasculaires. Par conséquent, la découverte de régulateurs de ce mécanisme est
essentielle, car elle permettra des interventions ciblées pour prévenir et traiter les
dyslipidémies postprandiales. Dans ce contexte, les peptides gastro-intestinaux
semblent un choix judicieux en vue de leurs multiples fonctions et de leur potentiel
dans la modulation de I’assemblage et sécrétion des CMs en interaction avec les

GLCs.

Nous avons choisi de tester la ghréline comme peptide gastro-intestinal qui, a part
son effet orexigénique, affiche une capacité a réguler le métabolisme des lipides de
certains organes, principalement le foie et les tissus adipeux (Kitazawa ef al., 2011 ;
Kojima et al., 1999 ; Zigman et al., 2006). La forme active de ce peptide augmente la
lipogenése de novo et diminue la lipolyse des GLCs, causant une grande
accumulation lipidique dans les tissus de ces organes. (Barazzoni et al., 2005 ;
Miegueu ef al., 2011 ; Rodriguez ef al., 2009). 1l était donc rationnel d’observer son

impact sur le transport des graisses par le petit intestin.

La lignée Caco-2/15 a été le premier modéle a étre utilisé dans ce projet pour tester
effet direct de la GA sur Dlintestin. Ce sont des cellules épithéliales largement
utilisées par la communauté scientifique pour examiner le transport des nutriments,
des électrolytes, des médicaments et autres composantes (Angelis et Turco, 2011).
Nous avons pu d’abord démontrer que le nombre de GLCs augmente en fonction de
différentes concentrations d’acide ol€éique. Par ailleurs, nous avons pu mettre en
évidence qu’une inhibition de la sécrétion des CMs engendre une plus grande
accumulation de GLCs, ce qui montre bien leur interaction. Cependant, méme si
cette inhibition allait jusqu’a 70%, les différences dans la libération des CMs en

fonction des concentrations d’acides gras sont minimes a cause de la capacité des
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cellules Caco-2/15 a sécréter des lipides sous forme de CM (Mehran et al., 1997).
Pour raffiner la méthodologie, nous avons incubé les cellules Caco-2/15 avec de
I’acide oléique radioactif en présence de 100 pM de GA durant 18 heures, permettant
ainsi d’examiner |’effet de ce peptide sur la sécrétion des CMs et ’accumulation des
GLCs. Les résultats obtenus permettent de conclure que la GA n’intervient pas dans
la sécrétion des différentes lipoprotéines (CMs, VLDLs, LDLs, HDLs), la lipogenese
de novo et I’accumulation des GLCs. Parmi les raisons potentielles, nous pouvons
évoquer que la GA agit indirectement sur les cellules intestinales dans des modéles in
vivo, qu’une dégradation trop rapide de ce peptide survient dans le milieu cellulaire,

ou encore que cette hormone ne posséde aucun effet sur I’intestin (Tong ef al., 2013).

Méme si la GA peut agir en périphérie en se liant avec le GHSRI1 in vivo, le
processus a été étudié surtout au niveau du cerveau, marquant le besoin d’examiner le
c6té intestinal dans un modeéle animal approprié (Kojima ez al., 1999 ; Zigman ef al.,
2006). Par ailleurs, il est aussi bien possible que la GA agit via différents mécanismes
in vivo tels que la résistance a I’insuline qui a €été souvent corrélée avec les
concentrations élevées de GA dans le sang, ce qui peut engendrer un impact sur la
sécrétion des CMs (Annuzzi et al., 2008 ; Pacifico ef al., 2009). Nous avons donc
dans une deuxiéme étape examiné la relation GLCs —CM en employant les hamsters
syriens dorés. Cet animal est un modéle plus pertinent que le rat ou la souris puisqu’il
exhibe un métabolisme lipidique beaucoup plus similaire a I’humain, en ne
mentionnant que la protéine de transfert de cholestérol ester (CETP), la présence des
LDL avec leur puissante induction d’athérosclérose, et le métabolisme des HDL
(Federico ef al., 2006 ; Shen, Cai et Angel, 1998). Le hamster syrien est également

considéré comme un bon modéle de résistance a I’insuline (Lewis ef al., 2005).
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Ces animaux ont été nourris pendant 6 semaines sous une diéte témoin ou riche en
gras et en lipides, suivie par I’implantation d’une mini-pompe osmotique injectant de
fagon continue de la saline ou de la GA (100nmol/kg/jour) pendant leurs deux
derniéres semaines d’expérimentation. Fait remarquable, et similairement a certaines
études rapportées dans la littérature, ces animaux sous le régime alimentaire
occidental n’ont pas développé d’obésité (Briand ef al., 2012 ; Popov, Simionescu et
Shepherd, 2003). Par contre, ils montraient une sévére dyslipidémie reflétée par une
augmentation de concentrations de TAGs et de CHOL dans la circulation, une
stéatose hépatique avancée, et une inflammation du célon soulignée par le
raccourcissement marqué de la longueur. Etrangement, cette diéte n’a pas induit la
résistance a I’insuline attendue, ce qui a d’ailleurs été observé dans d’autres études
(Popov, Simionescu et Shepherd, 2003)(Leung et al., 2004). Il semblerait que c’est
surtout 1’alimentation riche en fructose qui provoque la résistance a I’insuline chez

ces animaux(Briand et al., 2012; Haidari et al., 2002).

L’administration de GA a causé un grand gain de poids corporel, principalement les
animaux sous une diéte riche en gras et en lipides. Cette observation est causée par
une augmentation marquée des tissus adipeux épididymaux. Une amplification de la
lipogenese de novo ainsi qu’une diminution de la lipolyse, grandement observée dans
différentes études, serait les principales causes de ce résultat. (Miegueu ez al., 2011 ;

Rodriguez et al., 2009 ; Sangiao-Alvarellos et al., 2009).

Ces animaux qui regoivent de la GA sous une diete riche en gras et en lipides,
affichent une dyslipidémie plus sévére avec une grande augmentation de TAGs et de
CHOL dans le sang. Ces résultats ont de nombreuses chances d’étre causés par une
plus grande sécrétion de lipoprotéines hépatiques. En effet, Li et al ont constaté que

la GA stimule la lipogenése de novo dans le foie par une augmentation des enzymes
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ACC et FAS (Li et al., 2014). Puisqu’aucune différence dans les TAGs et le CHOL
du foie n’a été observée, il n’est alors pas impossible que la voie lipogénique soit
également opérationnelle dans nos animaux. Une autre propriété de la GA pourrait
étre son effet activateur sur la formation et sécrétion des VLDL hépatiques via
I’induction de MTTP et/ou la synthése d’ApoB-100. Ce peptide aurait un effet
contraire au GLP-1 qui diminue la synthése d’ ApoB-100 et la lipogenése de novo
chez les hamsters syriens dorés (Taher et al., 2014). Cette lipogenése est réduite a
cause de I’abaissement de la transcription de différents génes comme LxR, FxR et
TNF-o. . Une autre possibilité serait que 1’augmentation du HOMA-IR?, apportant &
une plus grande résistance a I’insuline, causerait cette sécrétion (Taghibiglou et al,
2000). Chez ces animaux, cette résistance apporte conséquemment a4 une
surproduction de VLDL, causé par une beaucoup plus grande synthese de MTTP

ainsi qu’une bonne diminution dans la dégradation d’ ApoB-100.

Comme il a été dit précédemment, plusieurs études ont observé que la GA augmente
la résistance a I’insuline, ce qui concorde avec nos résultats obtenus (Barazzoni et al.,
2007, Pacifico et al., 2009; Vestergaard et al., 2017). Le mécanisme par lequel il
aurait cet effet est encore inconnu, mais il n’est pas causé par son effet sur la
sécrétion d’hormones de croissance et la présence d’acides gras libres dans le plasma

(Vestergaard et al., 2017).

Dans le présent travail, nous avons adopté la stratégie de vérifier la contribution
intestinale des lipides en isolant les CM aprés un repas gras (huile d’olive), mais en
prenant le soin d’injecter aux animaux le Pluronic F-127 pour bloquer I’effet
dégradatif de la lipoprotéine lipase (LPL). Dans ces conditions, nous avons remarqué
que les animaux sous la diéte riche en gras et en lipides sécrétent beaucoup plus de

CMs comparativement & ceux sous la diete témoin. Cette sécrétion a diminué
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considérablement la présence de GLCs dans les cellules épithéliales du petit intestin,
comparativement aux animaux témoins. Une association entre le stockage des lipides
dans les GLCs et la sécrétion de CMs avec I’emploi de ce modéle animal a donc bien
été démontrée. Quant aux animaux témoins, sous le régime lipidique limité, ils
n’exhibaient pas la tendance a conserver les lipides dans les GLCs, dans le petit
intestin, sous des conditions postprandiales, diminuant fortement la production des

CM, et par 13, le développement subséquent des maladies cardiovasculaires.

Un HOMA-IR? plus grand, indiquant une résistance a I’insuline supérieure, peut
provoquer la sécrétion de CMs grice a une synthése d’ApoB-48, de FABP, ainsi
qu’une activité de MTTP plus élevées (Annuzzi et al., 2008 ; Cartwright et Higgins,
1999). Aussi, le petit intestin s’adapte a cette diéte obésogéne et augmente
grandement la synthése d’ApoB-48 et donc, la sécrétion de CMs. Néanmoins,
’absence totale de gouttelettes lipidiques a été observée, et il serait intéressant dans
de futures études d’utiliser plusieurs types de diétes lipidiques a différentes

concentrations.

La GA, quant a elle, n’a eu aucun effet sur la sécrétion des CMs, pourtant elle
diminua considérablement ’accumulation des GLCs, que ce soit sous une diéte
témoin ou riche en lipides. Cette relation GLCs-CMs n’a donc pas été observée en
présence de GA. Deux hypothéses peuvent étre émises : premiérement, il se pourrait
qu’il y ait une accentuation de la B-oxydation mitochondriale comme rapportée
auparavant (Herms et al., 2015), ce qui abaisserait I’accumulation des lipides dans
les GLCs. Cette suggestion est appuyée par les données sur le muscle squelettique ou
la ghréline augmenta I’activité mitochondriale en agissant sur certaines protéines
comme COX et UCP2, entrainant un plus petit stockage de TAGs (Barazzoni et al.,

2005 ; Barazzoni ef al., 2017). La deuxiéme hypothése serait que la ghréline agit sur



178

la captation des acides gras au niveau de la membrane plasmique pour produire un
abaissement de I’entrée des acides gras dans la cellule et diminuerait la formation des
GLCs, sans pour autant avoir un impact considérable sur la sécrétion des CMs. La
réduction de la captation des acides gras a été rapportée dans les myoblastes (Davies
et al., 2009 ; Han et al., 2015). Chez les adipocytes, une diminution de I’expression
de CD36 a été observée, indiquant que les résultats pourraient étre causés par une
diminution de ce transporteur (Han e? al., 2015). Des études supplémentaires sont

donc nécessaires pour confirmer ou infirmer ces hypothéses.

Pour conclure, I’importance des GLCs dans I’intestin et leur relation avec les GLCs
en présence de ghréline n’avait nullement été rapportée. L’article de revue a mené a
la conclusion que les GLCs jouent des roles importants dans I’intestin, mais la
relation entre la sécrétion des CMs et I’accumulation des GLCs est peu étudiée et a
besoin d’étre confirmée. De ce fait, nous avons démontré cette relation dans les
cellules Caco-2/15 ainsi que chez le hamster. En plus, nous avons compris qu’une
diéte riche en gras et en lipides empéche, lors d’un état postprandial, 1’accumulation
de GLCs dans I’'intestin. En vue de I’importance de ce mécanisme, il est primordial
d’en trouver des régulateurs. La GA, ayant un impact non discutable dans
I’accumulation des GLCs retrouvées dans le foie et les tissus adipeux, en plus
d’engendrer un grand gain de poids sans nécessairement augmenter la prise
alimentaire, est subséquemment une cible de choix. Nos résultats concluent que la
GA, comme indiqué dans la littérature, engendre un gain de poids considérable, mais
conduit aussi a une dyslipidémie plus sévére, ce qui n’avait jamais été observé
auparavant. Par contre, cette augmentation ne fut pas accompagnée d’une plus grande
sécrétion de CMs, que ce soit chez ’animal ou les cellules. Pourtant, une diminution
de I’accumulation des CLDs a €été observée chez les hamsters, indiquant que la

relation CMs-GLCs n’est pas observée ici. Ceci aurait la possibilité d’étre causé par
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une augmentation de la B-oxydation et/ou une diminution de I’entrée des lipides dans
la cellule. Notre étude apporte donc une contribution importante a la littérature ce qui
stimulerait des recherches ultérieures se concentrant sur les GLCs et/ou la GA. En
plus, nous avons démontré que la GA pourait étre une cible thérapeutique potentielle
contre les dyslipidémies. Cependant, il demeure nécessaire de déterminer les
mécanismes qui causent la diminution de I’accumulation des GLCs dans I’intestin
dans de futures études. Il serait aussi intéressant d’investiguer en profondeur les
mécanismes qui causent I’augmentation de la sécrétion des lipoprotéines par le foie
des hamsters. Puisqu’une résistance a I’insuline ne semble pas avoir été obtenue chez
ces animaug, il faudrait valider nos travaux avec avec des animaux soumis a une diéte
riche en fructose, qui a la capacité d’induire la résistance a I’insuline. Il serait aussi
pertinent d’établir une courbe temporelle de la sécrétion des CMs pour déterminer
avec précision le temps optimal de leur sécrétion. Finalement, il est impératif
d’établir la comparaison du hamster avec le modeéle de souris (C57BL/6), ce qui

confirmerait les tendances de nos résultats.
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